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ABC:  Área bajo la curva. 
ADN:  Ácido desoxirribonucleico. 
ANOVA: Análisis de varianza (del inglés, ANalysis Of VAriance). 
ATP:   Adenosín trifosfato. 
BCLC:  Barcelona Clinic Liver Cancer. 
Ca2+:   Calcio. 
[Ca2+]c:  Concentración citosólica de calcio. 
CaM:   Calmodulina 
CaCl2:  Cloruro cálcico. 
CaM:   Calmodulina. 
CHC:  Carcinoma hepatocelular. 
ChTx:  Charibdotoxina. 
COX:  Ciclooxigenasa. 
cPLA2:  Fosfolipasa A2 citosólica. 
DAG:  Diacilglicerol. 
DHE:   Dihidroetidina. 
DMSO:  Dimetil sulfóxido. 
EDCF:  Factor Contráctil Derivado del Endotelio. 
EDHF:  Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio.  
EDRF:  Factor Relajante Derivado del Endotelio. 
eNOS:  Óxido nítrico sintasa endotelial. 
ERK:   Quinasa regulada por señales extracelulares. 
FAK:   Quinasa de adhesión local. 
FGF:   Factor de crecimiento de fibroblastos. 
FNTα:  Factor de necrosis tumoral α. 






GTP:   Guanosín trifosfato. 
Ig:    Inmunoglobulinas. 
iNOS:  Óxido nítrico sintasa inducible. 
IP3:   Inositol 1,4,5-trifosfato. 
KCa:   Canales de potásio activados por calcio. 
KCl:   Cloruro potásico. 
L-NAME: NG-nitro-L-arginina metilester. 
MAPK:  Proteína Quinasa Mitógeno Activada 
MLC:  Cadena Ligera de Miosina. 
MLCK:  Quinasa de la Cadena Ligera de Miosina. 
MLCP:  Fosfatasa de la Cadena Ligera de Miosina.  
nNOS:  Óxido nítrico sintasa neuronal. 
NO:   Óxido nítrico. 
NOS:   Óxido nítrico sintasa. 
NP:   Nitroprusiato. 
O2-:   Anión superóxido. 
O2:   Oxígeno. 
pD2:  Logaritmo negativo de la concentración molar a la que se 
produce la mitad del efecto máximo. 
PDGFR:  Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas. 
PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa. 
PIP2:  Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. 
PIP3: Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. 
PGI2: Prostaciclina. 
PKB: Proteína quinasa B. 






PKG: Proteína quinasa G. 
PLA: Fosfolipasa A. 
PLC: Fosfolipasa C. 
PlGF: Factor de crecimiento placentario. 
ROS: Especies reactivas de oxígeno. 
ROK: Rho quinasa. 
RTK: Receptores tirosina quinasa. 
sGC: Guanilato ciclasa soluble. 
SOD: Superóxido dismutasa. 
TKI: Inhibidor tirosina quinasa. 
TxA2:  Tromboxano A2. 
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El descubrimiento de mecanismos moleculares implicados en la tumorogénesis 
ha contribuido en gran medida a una mejor comprensión del cáncer y ha 
desvelado diversas vías clave de transducción de señales inter e intracelulares 
que han conducido al desarrollo de nuevas quimioterapias. Entre estas vías, las 
que implican la inhibición de la angiogénesis han sido particularmente eficaces 
en el tratamiento de algunos tumores sólidos con gran vascularización. El 
sorafenib, una de las moléculas desarrolladas para inhibir la angiogénesis, ha 
mostrado eficacia en el tratamiento del carcinoma hepatocelular en estadio 
avanzado. Además de inhibir la angiogénesis, el sorafenib podría interferir con 
vías de señalización intracelular que controlan el tono vascular y alterar la 
respuesta vasomotora frente a sustancias que producen contracción o relajación 
del músculo liso vascular. En esta introducción describiremos diversas vías 
intracelulares implicadas en el carcinoma hepatocelular, algunas vías 
angiogénicas y que son inhibidas por el sorafenib y las más significativas que 
regulan el control vasomotor. 
 
1. El Hepatocarcinoma. 
El carcinoma hepatocelular (CHC) es el tumor maligno primario hepático más 
frecuente, representa un importante problema de salud en todo el mundo, siendo 
el quinto cáncer más frecuente y el tercero respecto a mortalidad secundaria a 
cáncer (1). En pacientes cirróticos constituye la primera causa de fallecimiento 
(2). La incidencia mundial del CHC excede 600.000 pacientes por año y está 
aumentando progresivamente (3). 
 
El CHC asienta en más del 90% de los casos sobre un hígado cirrótico. Esto 
implica la consideración conjunta de la función hepática y del tumor en el 








crónica en nuestro medio es la infección crónica por virus C de la hepatitis 
(VHC) y el consumo crónico de alcohol (4). Durante el desarrollo del CHC, los 
hepatocitos proliferan produciendo un aumento de los niveles de las citoquinas 
como el factor de necrosis tumoral α (TNFα). Los cambios genéticos y 
epigenéticos conducen a la formación de hepatocitos displásicos y finalmente a 
CHC (5). 
 
El sistema de estadiaje y tratamiento actualmente establecido para el manejo de 
pacientes con CHC es el Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC). Establece 
cinco estadios considerando aspectos inherentes al tumor (número y tamaño de 
los nódulos, invasión vascular macroscópica y existencia o no de metástasis a 
distancia), aspectos relativos a la función hepática y aspectos relacionados con 
las comorbilidades del paciente. Así pues, se establecen tres grandes grupos del 
CHC en los que se consideran diversos tratamientos: estadios precoces (BCLC 
0 y BCLC A) que incluyen tumores pequeños, sin invasión vascular ni 
metástasis a distancia y buena función hepática, el estadio intermedio (BCLC 
B), que incluye tumores más grandes sin invasión vascular ni metástasis y con 
función hepática preservada y estadio avanzado (BCLC C) en los que 
independientemente del tamaño del tumor, existe invasión vascular 
macroscópica y/o metástasis a distancia, siempre con función hepática 
preservada. El estadio D agrupa los pacientes que por lo avanzado del tumor o 
de sus comorbilidades son únicamente subsidiarios de tratamiento sintomático. 
Los estadios precoces se benefician de terapias con intención curativa 
(radiofrecuencia, resección quirúrgica o trasplante hepático); en el estadio 
intermedio se realiza terapia ablativa local mediante quimioembolización y en el 
estadio avanzado, el único tratamiento que ha demostrado aumento de la 









El CHC es una enfermedad particularmente heterogénea y muchos procesos 
patogénicos contribuyen a la carcinogénesis (8). Varias rutas carcinogénicas se 
han identificado en el desarrollo y progresión del CHC y ello permite 
proporcionar nuevas dianas moleculares para el tratamiento del CHC (8). 
Algunos fármacos que afectan a estas rutas tienen como diana al factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular endothelial growth factor), 
sus receptores (VEGFR) y sus vías de señalización intracelular.  
 
2. El factor de crecimiento endotelial vascular y sus receptores.  
Los VEGFs representan una familia de glicoproteínas homodimérica con un 
peso molecular de 45 kDa. Tienen una importante función en diferentes 
procesos, como el desarrollo del sistema vascular (vasculogénesis), sistema 
linfático (linfangiogénesis) y la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir 
de vasos preexistentes (angiogénesis) (9). Los VEGFs son secretados como 
proteínas homodiméricas unidas covalentemente y estabilizadas por puentes 
disulfuro intra e intercatenarios (10, 11). Dentro de la familia VEGF, en 
mamíferos, se han identificado cinco ligandos: VEGFA, VEGFB, VEGFC, 
VEGFD, y una molécula relacionada estructuralmente, el factor de crecimiento 
placentario (PlGF). Estos ligandos se unen con alta afinidad a tres tipos 
diferentes de receptores tirosina quinasa, pero estructuralmente relacionados, 
receptores VEGF (VEGFRs): VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3. Los receptores 
del VEGF son monómeros que constan de siete dominios extracelulares 
semejantes a inmunoglobulina (Ig), un dominio transmembrana, uno 
yuxtamembrana, y finalmente dos dominios tirosina quinasa y el extremo 
carboxiterminal intracelular. Cuando el ligando se une a su receptor, éstos 
dimerizan y se fosforilan los dominios tirosina quinasa, con lo que transducen la 









El VEGFR1 se expresa en células endoteliales de los vasos sanguíneos, células 
madre hematopoyéticas, monocitos y macrófagos. Su activación media la 
migración, la permeabilidad celular, el desarrollo de células hematopoyéticas y 
la producción de metaloproteasas. El VEGFR2 se expresa en células 
endoteliales de los vasos sanguíneos y de los vasos linfáticos y tiene un papel 
importante en el desarrollo de las células endoteliales linfáticas, así como en la 
regulación de actividades proliferativas, mitogénicas y de adherencia vascular 
del VEGF. El VEGFR3 se expresa de forma restringida en células endoteliales 
linfáticas y participa en el desarrollo de las células endoteliales linfáticas (9). 
 
En cuanto a la unión de los ligandos a sus receptores, las distintas isoformas del 
VEGF se unen de forma específica a sus receptores. El VEGFA se une tanto a 
VEGFR1 como a VEGFR2, mientras que PlGF y VEGFB se unen 
exclusivamente a VEGFR1. VEGFC y VEGFD se expresan inicialmente como 
propéptidos que se unen a VEGFR3, una vez que estos factores maduran y son 













Figura 1. Miembros que componen la familia de los VEGFs y sus receptores. Los 
ligandos VEGF en mamíferos comprenden una familia de cinco miembros, VEGFA, 
VEGFB, VEGFC, VEGFD y el factor de crecimiento placentario (PlGF). El VEGFA se 
une tanto al receptor 1 de VEGF (VEGFR1) como al VEGFR2. El VEGFB y el PlGF se 
unen exclusivamente a VEGFR1. Finalmente, VEGFC y VEGFD se unen a VEGFR2 y 
VEGFR3. Tomado y modificado de Ellis y Hicklin 2008. (14). 
 
 
El VEGFA es producido por una serie de células entre las que se encuentran las 
células de músculo liso vascular, macrófagos y células tumorales. En humanos, 
la forma activa más abundante es el VEGFA165, un homodímero de 46 kDa 
compuesto por dos subunidades de 23 kDa (15). El VEGFA se une al segundo y 
tercer dominio inmunoglobulina extracelular del VEGFR2 (16, 17). La unión 
del ligando induce la dimerización del receptor y la autofosforilación. Una vez 
los dos receptores se han unido entre ellos, por interacción simultánea con el 
ligando, los 7 dominios inmunoglobulina de la membrana proximal se 
encuentran muy cercanos por lo que existen interacciones homotípicas de baja 
afinidad entre estos dominios que estabilizan la dimerización del receptor (18). 








intracelulares produciendo la autofosforilación. En dicho proceso se fosforilan 
residuos de tirosina específicos en el receptor creando una secuencia consenso 
para el reclutamiento de proteínas intracelulares específicas que se unirán 
mediante dominios SH2 (Src Homology 2) (9), que son dominios muy 
conservados en proteínas implicadas en la transducción de señales intracelulares 
(19). 
 
El VEGFR2 es el principal receptor que promueve la acción proangiogénica del 
VEGFA y ha sido la principal diana de las terapias antiangiogénicas, aunque 
estudios adicionales destacan la importancia de la señalización a través de 
VEGFR1 en los procesos angiogénicos (20). El VEGFR2 es un receptor tirosina 
quinasa transmembrana tipo III, que fue aislado por primera vez en 1991 por 
Terman y colaboradores (21). En el adulto, el VEGFR2 se expresa 
principalmente en células endoteliales vasculares, aunque su expresión también 
es detectable en neuronas, megacariocitos y células madre hematopoyéticas 
(22).  
 
El VEGFR2 juega un papel crítico en la angiogénesis tumoral, un proceso 
importante para el crecimiento y progresión de tumores sólidos, así como en los 
procesos de metástasis (23). Durante el proceso tumoral el VEGFR2 es activado 
por señales extracelulares iniciando una vía de señalización intracelular para 
regular la actividad celular. Entre los principales efectos de la activación del 
VEGFR2 se encuentra la proliferación, migración y supervivencia celular, y el 
incremento de la permeabilidad vascular. 
 
El VEGFR2 es el principal mediador de importantes efectos fisiológicos y 
patológicos del VEGFA en las células endoteliales. Al igual que otros 








activación de la quinasa regulada por señales extracelulares (ERK, del inglés 
extracellular signal-regulated kinase). La activación del VEGFR2 estimula la 
fosfolipasa C-γ (PLC-γ) que promueve la conversión del fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), 
sustancias que activan la protein quinasa C (PKC), quinasa que inicia una ruta 
de fosforilaciones que desemboca en la fosforilación de ERK y en la 
proliferación celular (24) (Figura 2). 
 
El VEGFR2 también está involucrado en la migración de las células 
endoteliales, un componente crítico de la respuesta angiogénica donde las 
células endoteliales se movilizan mediante la acción de proteasas que degradan 
la membrana basal, a través de un gradiente de concentración de VEGF y la 
participación de otros factores de crecimiento (25). 
 
La activación del VEGFR2 induce la activación de la fosfoinositol 3-quinasa 
(PI3K) que produce el segundo mensajero fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 
(PIP3) en la membrana celular que lleva a la fosforilación y activación de la 
proteína quinasa B (PKB), ésta a su vez fosforila y activa a la quinasa Akt (26). 
Akt directamente fosforila las proteínas apoptóticas, BAD y caspasa 9, 
inhibiendo su actividad apoptótica y promoviendo la supervivencia celular (27, 
28) (Figura 2). VEGFA también induce la expresión de proteínas 
antiapoptóticas Bcl-2 y A1 (29) y de las proteínas inhibidoras de la apoptosis 
(IAPs, Inhibitors of apoptosis proteins), que inhiben a los efectores finales que 











Figura 2. Esquema de las vías de señalización del VEGFR2. La unión del VEGFA al 
receptor induce la dimerización y autofosforilación de residuos tirosina específicos en 
dominios intracelulares del VEGFR2. La activación de rutas de señalización intracelular 
por el VEGFA lleva a la proliferación, migración, y supervivencia celular e incremento 
de la permeabilidad celular. Figura tomada y modificada de Holmes et al., 2007 (9). 
 
El VEGFA fue originalmente descubierto como un factor que incrementaba la 
permeabilidad vascular (VPF, Vascular Permeability Factor) (31), un efecto 
que juega un papel importante en condiciones fisiológicas y patológicas como la 
hiperpermeabilidad tumoral. La permeabilidad inducida por el VEGF requiere 
de óxido nítrico (NO) que es sintetizado por la NO sintasa endotelial (eNOS) 
(32). La actividad de la eNOS es estimulada por el incremento de la 
concentración de Ca2+ citosólico ([Ca2+]c) que es dependiente de la activación 
de la PLC-γ o por la fosforilación de la eNOS mediada por la quinasa Akt (33, 
34) (Figura 2).  
 
El VEGFA también induce vasodilatación, provocando aumento del flujo 








VEGFR2 cuya activación induce la síntesis de NO y prostaciclina (PGI2) que 
actúan en las células del músculo liso vascular provocando relajación (35). La 
activación del VEGFR2 lleva a la síntesis de PGI2 por una vía que requiere un 
incremento en el Ca2+ citosólico y la fosforilación de la fosfolipasa A2 citosólica 
(cPLA2) mediada por ERK 1/2 (36, 37). La cPLA2 hidroliza fosfolípidos de 
membrana, liberando ácido araquidónico, el cual es metabolizado por las 
ciclooxigenasas (COX) y posteriormente por la PGI2 sintasa generando PGI2, 
que es liberada por la célula endotelial (37). 
 
3. Expresión de VEGF y VEGFR en el CHC. 
La angiogénesis está estrechamente relacionada con la hepatitis crónica y la 
fibrogénesis hepática, lo que a su vez puede conducir a cirrosis y CHC (38). La 
ruta del VEGF ha sido identificada como el principal impulsor de la 
angiogénesis tumoral en el CHC (39, 40). Sin embargo, la activación y/o 
regulación positiva de abundantes rutas de señalización proangiogénicas puede 
llevar a la resistencia de la terapia antiangiogénica basada en el VEGF, 
reinduciendo la angiogénesis tumoral y subsecuentemente resultando en la 
progresión del tumor (41). El VEGF es un factor muy importante en el 
desarrollo de la angiogénesis, así como en la fibrogénesis en la hepatopatía 
crónica, pero otras citoquinas, factores de crecimiento y metaloproteinasas 
también podrían estar implicadas en estos procesos de forma importante (42). 
 
El VEGF y su receptor están sobreexpresados en la mayoría de células hepáticas 
del carcinoma. Su expresión se induce durante la formación del tumor por 
estímulos ambientales como la hipoxia o por mutaciones genéticas como K-ras, 
p53 o HER2/ErbB2 (9). La expresión del VEGFR2 está aumentada en la 








propuesto la expresión del VEGFR2 como un marcador pronóstico en pacientes 
con diversos tumores (44, 45). 
La formación de nuevos vasos sanguíneos es esencial para el proceso de 
crecimiento tumoral, invasión y la diseminación metastásica (46). Las 
interacciones entre tumor y estroma producen VEGFs, particularmente VEGFA, 
y VEGFRs, particularmente VEGFR2, que son importantes mediadores de la 
angiogénesis y el incremento de la permeabilidad vascular tumoral (47). A 
principios de los años 70, Folkman propuso que la inhibición de la angiogénesis 
provocaría la disminución del crecimiento tumoral (48). Esta visión se ha 
convertido en realidad, con la llegada de numerosos fármacos antiangiogénicos 
a la práctica clínica (44). Las estrategias terapéuticas dirigidas a la inhibición de 
la angiogénesis pueden dividirse en dos grupos, los fármacos cuya diana son los 
ligandos VEGF, como los anticuerpos monoclonales anti-VEGF como el 
bevacizumab (49) y los fármacos cuya diana es el receptor de superficie celular 
VEGFR2, como el pazopanib y el sorafenib. 
 
4. Sorafenib. 
El sorafenib es un inhibidor multiquinasa y antiangiogénico considerado el 
tratamiento de elección para pacientes con CHC en estadio avanzado (50). 
Hasta el empleo de sorafenib en la práctica clínica del CHC avanzado, no había 
opciones de tratamiento en este grupo de pacientes. En el desarrollo de este 
trabajo nos centramos en el estudio del quimioterápico sorafenib 
(BAY 43-9006, Nexavar®, Bayer, Pharmaceticals Corp. and Onyx 
Pharmaceuticals Inc.). El sorafenib es un compuesto bis-aril urea que muestra 
un gran efecto anticancerígeno, que ha sido aprobado por la Agencia Americana 
del Medicamento (FDA, por sus siglas en inglés Food and Drug 








siglas en inglés the European Medicines Agency) para el tratamiento del CHC 
en estadio avanzado (51-55). 
 
El sorafenib una pequeña molécula que actúa directamente contra varios 
objetivos bloqueando la activación de varias proteínas intracelulares 
importantes para la progresión del tumor, entre los que se incluyen los 
receptores VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3, el receptor del factor de crecimiento 
derivado de plaquetas β (PDGFRβ, Platelet-derived growth factor receptor β), y 
de otros receptores tirosina quinasa como el c-Kit y RET (56, 57), asimismo 
inhibe a las quinasas Raf, pertenecientes a la serie de quinasas Raf/MEK/ERK 
(Figura 3). Ejerce un efecto directo en la proliferación y supervivencia de las 
células tumorales, pero principalmente actúa en células endoteliales para inhibir 
la angiogénesis inducida por el tumor (52, 58), disminuyendo el crecimiento 
tumoral e inhibiendo la angiogénesis en pacientes con CHC avanzado (50, 56). 
 
Los fármacos antiangiogénicos como el sorafenib ya han demostrado 
clínicamente una actividad significativa frente al CHC, siendo el primer 
tratamiento aprobado para pacientes con CHC avanzado  (50, 59). 
Teóricamente, el CHC debería ser propenso a la inhibición de la angiogénesis 
porque es un tumor altamente vascularizado y la hipervascularización es una 















Figura 3. Dianas celulares del sorafenib. El sorafenib bloquea la señalización de 
diversos receptores tirosina quinasa como: VEGFR, PDGFR, RET y c-Kit e inhibe la 
actividad de una serina/treonina quinasa que se encuentra en la ruta de señalización 
activada por los receptores llamada Raf para prevenir el crecimiento tumoral mediante 
efectos antiangiogénicos, antiproliferativos y/o proapoptóticos. Quinasa regulada por 
señales extracelulares (ERK, Extracellular signal-regulated protein kinase); factor 
neurotrófico derivado de la glía (GDNF, Glial-derived Neurotrophic Factor); proteína 
quinasa activada por mitógeno (MAPK, Mitogen-activated protein kinase); protein 
quinasa de MAPK (MEK, MAPK kinase); receptor del factor de crecimiento derivado 
de plaquetas (PDGRF, Platelet-derived growth factor); factor de células madre (SCF, 
Stem cell factor); receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFGR). 
Tomado y modificado de Wilhelm et al., 2006 (61). 
 
 
Respecto a los efectos del sorafenib sobre la inhibición de la proliferación 
celular del tumor y la inducción de la muerte celular, el sorafenib ejerce estos 








alteraciones generadas por el CHC muestran una alta expresión y actividad de la 
proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK, mitogen-activated protein 
kinase) comparada con la de hígados no neoplásicos (62). Por otra parte, el 
sorafenib inhibe la vía Raf/MEK/ERK incrementando la producción de 
radicales libres de oxígeno (ROS, Reactive oxygen species) en el CHC (63). El 
efecto citotóxico y citostático del sorafenib está mediado inicialmente por el 
anión superóxido (O2-), que puede interactuar con proteínas, lípidos y ADN 
causando daños celulares irreversibles (64).  
 
El O2- puede ser generado principalmente por tres vías: la NADPH oxidasa 
citosólica, la xantina oxidasa y los complejos I y III de la cadena respiratoria de 
las mitocondrias. De estas tres vías, se ha demostrado que la NADPH oxidasa es 
la mayor fuente de ROS en células de hepatocarcinoma humano (65). La 
activación de la NADPH oxidasa podría ser causada directamente por el 
sorafenib o bien por inhibir la señalización del VEGF, reduciendo la 
angiogénesis tumoral y el aporte de oxígeno (66). La hipoxia en el tumor 
produciría un incremento en la producción de ROS que serían las responsables 
de la citotoxicidad y muerte celular inducidas por el sorafenib (66). 
 
El sorafenib puede utilizarse con un perfil de seguridad aceptable en la práctica 
clínica. Sin embargo, los efectos adversos pueden alterar significativamente la 
calidad de vida y pueden aconsejar la reducción de la dosis diaria. Aunque los 
efectos secundarios más frecuentes tras el tratamiento con sorafenib son diarrea 
y reacciones cutáneas (50), los trastornos cardiovasculares no son infrecuentes y 
pueden variar a lo largo del tratamiento. Durante las primeras semanas puede 
observarse un aumento de la presión arterial, en general leve y de fácil manejo 
(67). También se ha descrito la aparición de alteración del ritmo cardíaco en 








de aparición es de 93,5 días. A pesar de que la presencia de isquemia cardiaca o 
infarto en el estudio SHARP fue similar en los pacientes que recibían placebo o 
sorafenib (1 vs. 3%) (50), se recomienda control de síntomas sugestivos de 
cardiopatía isquémica. La mediana de aparición de eventos isquémicos o 
trombosis es de 290 días (67). Como hemos descrito anteriormente, el sorafenib 
interacciona con numerosas vías intracelulares, algunas de ellas importantes en 
el control vasomotor, sin embargo, por el momento, desconocemos los efectos 
del sorafenib sobre la regulación del tono vascular.  
 
5. Regulación del tono vascular. 
Estructuralmente la pared vascular puede dividirse en tres capas bien 
diferenciadas dispuestas concéntricamente, cada una de ellas separada por una 
fina membrana elástica. Desde el exterior hacia la luz del vaso sanguíneo se 
encuentra la capa adventicia, la media y la íntima. En general, el tono 
vasomotor está regulado por la influencia simultánea y coordinada de sustancias 
vasoactivas circulantes (hormonas y derivados plaquetarios), productos 
celulares perivasculares y neurotransmisores.  
 
Músculo liso vascular. 
La capa media de la pared vascular, formada principalmente por músculo liso, 
actúa como sistema efector donde se produce la contracción y relajación 
vascular en respuesta a distintos estímulos. El incremento de la ([Ca2+]c) en las 
células de músculo liso desencadena el proceso de contracción. El Ca2+ puede 
proceder del medio extracelular, por entrada del Ca2+ a través de canales 
iónicos, o bien de los almacenes intracelulares, que pueden ser estimulados por 
distintos agentes. La concentración de Ca2+ varía de manera importante entre el 
interior celular, donde la concentración de Ca2+ es sólo de 10-4 mM, y el exterior 








de Ca2+ se produce un cambio brusco en las concentraciones plasmáticas de 
Ca2+ y éste actúa como un segundo mensajero que puede activar diversos 
procesos celulares. 
 
Un incremento de la [Ca2+]c inicia el proceso de contracción, el Ca2+ se une a la 
calmodulina para formar el complejo Ca2+-calmodulina (Ca2+-CaM) (68), que 
activa a la quinasa de la cadena ligera de miosina (Myosin Light Chain Kinase, 
[MLCK]) (69-71). Una vez activada la MLCK fosforila a la cadena ligera de 
miosina de 20 kD (Myosin Light Chain 20, [MLC20]), proteína que forma un 
pequeño anillo alrededor de la región que forma el cuello de la cadena pesada 
de miosina. Esta fosforilación permite a la actina interactuar con la miosina y 
activar la actividad ATPasa de la miosina. La ATPasa escinde enlaces fosfato 
de alta energía del ATP que proporciona la energía necesaria para el ciclo de 
puente cruzado de actina-miosina que produce el deslizamiento de los 
filamentos de actina sobre los de miosina que hace que estos se solapen, 
produciendo la fuerza para la contracción muscular (72-74). 
 
La relajación del músculo liso se produce por la desfosforilación de la MLC20 
por acción de la fosfatasa de la MLC (Myosin Light Chain Phosphatase, 
[MLCP]) (75, 76). La MLCP es un heterotrímero con una subunidad catalítica, 
una subunidad de 20 kDa con funciones desconocidas y una subunidad 
reguladora llamada MYPT1, que dirige a la MLCP hacia la miosina (75, 76). La 
MLCP inactiva la ATPasa de actomiosina deshaciendo este complejo y 
quedando el aparato contráctil en la situación de reposo (74). 
 
El grado de fosforilación de MLC20 y, por lo tanto, el tono del músculo liso está 
determinado por las actividades relativas de MLCK y MLCP. Una disminución 








de la MLCP. Cuando los niveles de Ca2+ superan un umbral, se activa MLCK e 
inhiben la actividad de la MLCP. En esta visión general de la regulación de la 
contracción del músculo liso por la actividad de la miosina y el grado de 
fosforilación de MLC20, hay que mencionar que la interacción de la actina y la 
miosina está regulada además de forma independiente de la fosforilación de 
MLC20, por la caldesmona y la calponina, proteínas unidas a los filamentos 
finos, (77-79). Cuando la [Ca2+]c es baja, la tropomiosina se une a la actina, 
disminuyendo la interacción actina-miosina, con lo que el músculo permanece 
relajado. El incremento de la [Ca2+]c hace que se forme el complejo Ca2+-CaM 
que se une a caldesmona y calponina, y estas proteínas separan a la 
tropomiosina de la actina, que puede interaccionar con la miosina y producir la 
contracción del músculo (80). 
 
Hay dos mecanismos mediante los cuales los estímulos pueden aumentar la 
[Ca2+]c en la célula muscular lisa y provocar contracción (72). El primer 
mecanismo involucra estímulos que provocan despolarización de la membrana, 
que induce la apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje y la entrada de 
Ca2+ a favor de su gradiente electroquímico. Los canales de Ca2+ dependientes 
de voltaje se activan ante estímulos que despolarizan la membrana celular, 
permaneciendo cerrados en situación de potencial de reposo y abriéndose ante 
una despolarización de suficiente amplitud. De los distintos tipos de canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje que se han descrito, en las células de músculo liso 
vascular se expresan los de tipo-L (Cav1), y en menor medida los de tipo-T 
(Cav3). Los de tipo-L constituyen la vía de paso de Ca2+ de mayor importancia 
hacia el interior celular, y están directamente implicados en la contracción 
muscular (81, 82). Esto les concede un importante interés clínico, ya que sus 
bloqueantes como la nifedipina, el verapamilo y el diltiazem son eficaces 








los canales de Ca2+ son las dihidropiridinas, por este motivo a los canales tipo-L 
también se les denomina canales de Ca2+ sensibles a las dihidropiridinas. 
 
Existe una gran diversidad de sustancias o factores que pueden incrementar la 
[Ca2+]c sin producir cambios en el potencial de membrana. En lugar de provocar 
contracción despolarizando el potencial de membrana, la contracción es 
provocada por la unión de un agonista a un receptor de membrana (72). Después 
de esta unión al receptor, se producen moléculas intracelulares o segundos 
mensajeros que provocan la liberación de Ca2+. Para varios agonistas, entre los 
que se incluyen la noradrenalina, la serotonina, la vasopresina, el tromboxano 
A2 y la angiotensina, la vía involucra al fosfolípido de membrana PIP2. La unión 
de estos agonistas a sus receptores específicos en la membrana plasmática 
activa a la PLC, una enzima que escinde PIP2, en dos segundos mensajeros: IP3 
y DAG. El IP3, aumenta la [Ca2+]c al estimular la liberación de Ca2+ desde el 
retículo sarcoplásmico y otros orgánulos intracelulares. El DAG aumenta el 
contenido de Ca2+ intracelular al activar la PKC, que puede abrir canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje y un segundo tipo de canales de membrana 
permeable al Ca2+, los canales de Ca2+ operados por receptor (73, 85-90). 
 
A mediados de la década de 1980, Morgan y colaboradores (91) demostraron 
que en presencia de fenilefrina, la [Ca2+]c en el músculo liso vascular es más 
eficaz manteniendo la fuerza que en presencia de altas concentraciones 
extracelulares de K+, que producían despolarización del potencial de membrana. 
En términos generales, el estímulo del músculo liso con agonistas que activan 
receptores acoplados a proteína G produce una relación fuerza-[Ca2+]c que se 
desplaza hacia la izquierda en comparación con el estímulo del músculo liso con 
concentraciones despolarizantes de K+, un fenómeno ahora denominado 








fenómeno en el que la vasodilatación inducida por nucleótidos cíclicos puede 
ocurrir sin una disminución concomitante en la [Ca2+]c (91).  
 
Experimentos iniciales demostraron que agonistas que actúan sobre receptores 
acoplados a proteínas G aumentan la sensibilidad al Ca2+ a través de la 
inhibición de la MLCP (93, 94). Los agonistas contráctiles cuyos receptores 
están acoplados a proteínas G heterotriméricas activan a la Rho A (95, 96). La 
activación de Rho A, por fosforilación con GTP lleva a la activación de su 
efector la quinasa de Rho A (ROK o ROCK, de aquí en adelante ROK) (97, 98). 
Finalmente, la ROK es responsable de la inhibición de la MLCP (99, 100), al 
fosforilar su subunidad MYPT1 e inhibir su actividad (101, 102). En los años 
posteriores, la disponibilidad de inhibidores específicos de la ROK (103, 104), 
como el Y27632, demostró abrumadoramente la importancia de la señalización 
Rho/ROK en la regulación de la contracción del músculo liso en condiciones 
fisiológicas y patológicas. 
 
Aunque inicialmente la sensibilidad al Ca2+ del músculo liso estaba asociada a 
la activación de receptores acoplados a proteínas G, otros trabajos muestran que 
la despolarización con elevadas concentraciones extracelulares de K+ induce la 




El endotelio vascular es la capa de células que reviste la cara interna de los 
vasos. Las células del endotelio vascular participan en un número importante de 
funciones celulares y homeostáticas tales como la coagulación sanguínea, la 
actividad de los leucocitos, la agregación y adhesión de las plaquetas, la 








El endotelio regula el tono del músculo liso vascular mediante la producción y 
liberación de potentes agentes vasodilatadores y constrictores. Además, 
indirectamente interviene en la regulación del tono vascular metabolizando 
diversas sustancias vasoactivas. 
 
Furchgott y Zawadzki en 1980, usando preparaciones de aorta de conejo, 
demostraron que la administración de acetilcolina y otros agentes muscarínicos, 
producían relajación únicamente en presencia de endotelio, a través de la 
síntesis y liberación de agentes humorales de origen endotelial (107). Estos 
agentes llamados por Furchgott factores relajantes derivados del endotelio 
(EDRFs, Endothelium-dependent relaxing factors), son extremadamente lábiles, 
teniendo una vida media de segundos en solución fisiológica (108). Se ha 
identificado como uno de los factores relajantes derivados del endotelio al NO 
(109). El NO se sintetiza a partir del nitrógeno guanidino terminal del 
aminoácido L-arginina (110, 111), por la sintasa de NO (NOS) (106). Las NOS 
pueden ser de dos tipos, constitutiva e inducible (112). Las isoformas 
constitutivas, endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), son dependientes de Ca2+ y 
calmodulina (113, 114). La eNOS se localiza en células endoteliales, plaquetas 
y células mesangiales renales, mientras que la nNOS es de localización neuronal 
(115). La isoforma inducible (iNOS) es Ca2+ independiente y se expresa tras 
estímulos inflamatorios en las células endoteliales, células de músculo liso 
vascular y macrófagos. 
 
El NO formado y liberado por el endotelio, por su pequeño tamaño y alta 
lipofilia puede, de forma rápida y fácil, difundir hacia las células del músculo 
liso vascular; dentro de éstas, interacciona con el grupo hemo de la guanilato 
ciclasa (116) activando la enzima y aumentando la concentración de guanosín 








Este proceso favorece la apertura de canales de K+ e hiperpolariza la membrana 
plasmática, lo que limita la activación de los canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje, e inhibe la entrada de Ca2+ extracelular y por lo tanto favorece la 
vasodilatación (118, 119). 
 
Los nitrovasodilatadores, como el nitroprusiato sódico, se utilizan en clínica 
desde hace tiempo en crisis hipertensivas, insuficiencia cardiaca, isquemia 
coronaria y para mantener una hipotensión en cirugía. Estos compuestos ejercen 
su acción por generar NO (120) y aumentar los niveles de GMPc y de este 
modo producen la relajación del músculo liso vascular (121-123). 
 
El NO no es el único factor relajante derivado del endotelio. La PGI2 es una 
prostaglandina relajante producida por las células endoteliales que fue 
descubierta en 1976 (124). Alteraciones químicas o mecánicas de las 
membranas celulares llevan a la formación y liberación de prostaglandinas 
(125). En las células endoteliales, la presión pulsátil, algunas sustancias 
endógenas y exógenas activan la generación de PGI2. La producción de PGI2 
comienza con la activación de la fosfolipasa A2 (PLA2) que libera ácido 
araquidónico de los fosfolípidos de la membrana (126, 127). Posteriormente la 
COX convierte el ácido araquidónico en endoperóxidos de prostaglandina y 
finalmente la sintasa de PGI2 forma la PGI2 a partir del endoperóxido de la 
prostaglandina H2 (128). 
 
La PGI2 es un poderoso vasodilatador y además inhibe la agregación plaquetaria 
a través de la activación de la adenilato ciclasa, lo cual lleva a un incremento del 
adenosín monofosfato cíclico (AMPc) (129). La PGI2 es un autacoide, que actúa 








células endoteliales afecta a su entorno, abluminalmente causa relajación del 
músculo liso subyacente, y luminalmente previene la agregación plaquetaria. 
 
El endotelio también produce una sustancia humoral difusible que produce 
hiperpolarización de las células del músculo liso vascular, y es conocida como 
factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF, Endothelium-derived 
hyperpolarizing factor) (130). Éste fue descubierto cuando algunos 
investigadores obtuvieron relajación inducida por una sustancia de origen 
endotelial, incluso cuando la producción de NO y prostaglandinas estaba 
bloqueada. Se han propuesto diversas sustancias que podrían actuar como 
EDHF, entre ellas, el ácido epoxieicosatrienoico (131-133), el peróxido de 
hidrógeno (134, 135), la anandamida (136), el péptido natriurético tipo C (137) 
y el K+ (138). Aunque se han descrito diversas sustancias que pueden actuar 
como EDHF y que su participación en el control del tono vascular puede variar 
en función del lecho vascular estudiado y de las condiciones fisiopatológicas en 
las que se ha estudiado el vaso, parece que hay un consenso de que en todos los 
casos el EDHF participa a través de la activación de canales de K+ activados por 
Ca2+ en la célula muscular y que la salida del K+ hiperpolariza la célula 
muscular lisa con la consiguiente relajación (139). 
 
La participación del endotelio en la regulación cardiovascular es más compleja 
de lo que inicialmente se había pensado, puesto que las células endoteliales no 
solo liberan factores dilatadores, sino que además producen diversas sustancias 
que contraen el músculo liso subyacente, los factores contráctiles derivados del 
endotelio (EDCFs Endothelium-derived contracting factors). Yanagisawa et al. 
(1988) (140) identificaron uno de estos factores contráctiles como un péptido de 
21 aminoácidos llamado endotelina. Las células endoteliales producen 








concentraciones, y una marcada constricción cuando se incrementa la 
concentración (140, 141). Otro EDHF es el O2-. Sus acciones vasculares 
dependientes del endotelio, son debidas a la inactivación del NO que puede dar 
lugar a peroxinitrito (142) y por otra parte favorecer la síntesis de sustancias 
prostanoides contráctiles de origen endotelial (143-146). 
 
El endotelio venoso y el de algunas arterias, puede producir contracción del 
músculo liso subyacente, mediada por el tromboxano A2 o la prostaglandina H2 
en respuesta a agonistas como el ácido araquidónico, la acetilcolina, la 
histamina y la serotonina (147). Tanto el tromboxano A2 como la prostaglandina 
H2 activan el receptor del tromboxano en el músculo liso vascular y en las 
plaquetas y de este modo contrarresta el efecto del NO y la PGI2. Además, la 
activación de la COX es una fuente de O2-. 
 
Para finalizar, el endotelio regula la actividad de la enzima convertidora de 
angiotensina I en angiotensina II (148). La angiotensina II puede activar los 
receptores endoteliales para la angiotensina. Estos receptores estimulan la 
producción de endotelina y posiblemente la de otros mediadores tales como el 

























Los tumores sólidos, independientemente de su tipo y origen, necesitan para su 
crecimiento oxígeno y nutrientes que únicamente pueden ser suministrados por 
un buen aporte sanguíneo. Por este motivo, las células tumorales estimulan la 
formación de nuevos vasos sanguíneos mediante la producción de factores, 
como el VEGF, un mitógeno específico endotelial y factor de supervivencia, 
que se encuentra entre los factores angiogénicos más potentes (149).  
 
El VEGF se une a sus receptores VEGFR, pertenecientes a la familia de 
receptores tirosina quinasa, que entre las acciones que provoca, favorece la 
síntesis endotelial de NO (150, 151). Se ha demostrado que el NO a bajas 
concentraciones, promueve la angiogénesis y proliferación de células 
endoteliales. Además, el NO podría también modular otros procesos como el 
ciclo celular, la invasión tumoral y la aparición o progresión de metástasis. En 
las células endoteliales, el VEGF incrementa la síntesis de NO al menos por dos 
vías, la primera por incrementar la [Ca2+]c y la segunda mediante la activación 
de la vía PI3K/PKB/Akt que va a fosforilar la eNOS incrementando su 
actividad (34, 152).  
 
El sorafenib, un inhibidor multiquinasa, inhibe los efectos de la unión del 
VEGFA al receptor VEGFR2, inhibiendo o alterando diversas rutas de 
señalización intracelular, disminuyendo la formación de NO y PGI2. Estas 
sustancias son importantes mediadores en el control del tono vascular, y por lo 
tanto una hipótesis de la presente Tesis es que el sorafenib podría alterar la 
respuesta del músculo liso vascular a sustancias vasoactivas. 
 
Varios fármacos quimioterapéuticos ejercen sus efectos citotóxicos a través de 








MEK/ERK que controla la producción de especies reactivas de oxígeno en el 
CHC, el sorafenib podría alterar el control del tono vascular mediante la 
producción de especies reactivas de oxígeno. 
 
La migración celular es un proceso similar al de la contracción de la célula 
muscular lisa. Esta similitud permite hipotetizar que las vías de señalización 
implicadas en la migración celular también pueden modular la actividad de las 
proteínas contráctiles o de las que regulan su funcionamiento. Diversos estudios 
han descrito el papel funcional de la vía de señalización Raf-1/MEK/ERK en la 
regulación de la migración de células musculares lisas (154, 155). El sorafenib 
es un inhibidor de la quinasa Raf-1 y su inhibición podría alterar la regulación 
de la contracción del músculo liso vascular. Algunos de los mecanismos que 
regulan el tono vascular son diferentes dependiendo del lecho vascular 
estudiado, de tal manera que puede que cada lecho vascular se vea afectado de 
























El sorafenib, un inhibidor multiquinasa utilizado en el tratamiento del carcinoma 
hepatocelular, inhibe la vía de señalización del receptor VEGFR2 disminuyendo 
la angiogénesis y el aporte sanguíneo al tumor. Sin embargo, hasta el momento 
se desconocen los efectos directos del sorafenib sobre la pared vascular. El 
objetivo principal de la presente Tesis fue determinar los efectos del sorafenib 
sobre la regulación del tono vascular de vasos de conductancia y en pequeños 
vasos musculares. 
 
Objetivos específicos son: 
Determinar en aorta y de arteria mesentérica los efectos del sorafenib sobre: 
1.    La contracción independiente de la activación de receptor inducida por el 
KCl y el CaCl2. 
2    La contracción mediada por activación de receptor inducida por el 
tromboxano A2, serotonina y noradrenalina. 
3.    La relajación dependiente de endotelio y mediada por la acetilcolina. 
4.    La relajación independiente de endotelio mediada por nitroprusiato sódico. 
5.    Los niveles de anión superóxido y su posible interacción con el tromboxano 
A2, una sustancia que incrementa los niveles de anión superóxido. 
 
El desarrollo de los objetivos permitirá determinar los efectos del sorafenib 
sobre los mecanismos de contracción y relajación del músculo liso vascular y 































1. Animales de experimentación. 
Para realización del estudio se utilizaron ratones adultos macho de la cepa 
AKR/J de edades comprendidas entre los 7 y 9 meses (29 - 33 g de peso). Los 
ratones se obtuvieron de la colonia mantenida en el servicio de estabulación 
animal de la Unidad Central de Investigación de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Valencia. Los ratones se mantuvieron de acuerdo a las directrices 
institucionales (temperatura constante a 22º C, ciclo luz/oscuridad de 12 h, 
humedad del 60%, comida estándar y agua ad libitum). Todos los protocolos 
fueron aprobados por la Comisión de Ética en Investigación Experimental de la 
Universitat de València y los experimentos se realizaron de acuerdo con los 
reglamentos internacionales sobre la experimentación animal. 
 
2. Preparación y montaje de los segmentos arteriales. 
Tras el sacrificio de los ratones se procedió inmediatamente a la extracción de la 
aorta torácica y el mesenterio para los experimentos de reactividad vascular.  
 
2.1. Aorta. 
Se aisló la aorta torácica, desde el cayado hasta el diafragma, y se colocó en una 
placa Petri con solución fisiológica fría (NaCl 0,9%). La aorta torácica se limpió 
cuidadosamente de grasa y adherencias con ayuda de tijeras de microdisección, 
bajo una lupa (Wild M3C, Leica) iluminada con luz fría (EK-1, Euromex). 
Posteriormente se seccionó la aorta en anillos de aproximadamente 4 mm de 
longitud y se procedió a su montaje en el baño de órganos. El procedimiento 
para el registro isométrico consistió en introducir dos alambres finos y rígidos de 
acero inoxidable (150  μm de diámetro) a través del anillo aórtico. Uno de los 
alambres quedó fijo a un soporte y el otro se sujetó a un transductor de tensión 
(FT 03, Grass Technologies). Los cambios de tensión isométrica se registraron 
 
 





con la ayuda de un sistema de adquisición de datos PowerLab/8e 
(ADInstruments) conectado a un ordenador y utilizando el software Chart v 3.4/s 
(ADInstruments). Cada uno de los anillos se introdujo en un baño de órganos 
que contenía 5 ml de solución Krebs-Henseleit modificada compuesta (en mM) 
por: NaCl 115; KCl 4,6; KH2PO4 1,2; MgCl2·6H2O 1,2; CaCl2 2,5; NaHCO3 25; 
glucosa 11,1 y EDTA disódico 0,01. Esta solución se burbujeó continuamente 
con carbógeno (95% O2 y 5% CO2), manteniendo el pH entre 7,3 - 7,4, y la 





Figura 4. Esquema del baño de órganos, conversor analógico-digital y sistema de 
registro de la tensión isométrica. 
 
2.2. Arteria mesentérica. 
Una vez aislado el mesenterio se colocó en una placa Petri con una solución fría 
(NaCl 0,9%). Al igual que con la aorta, se limpió cuidadosamente de grasa y 
adherencias. Posteriormente se aislaron las arterias mesentéricas de segundo 
 
 




orden y se seccionaron en anillos de 2 mm de longitud y se procedió a su 
montaje en el miógrafo (610M DMT - Danish Myo Technologies). Con la ayuda 
de las dos plataformas metálicas incluidas en el miógrafo se introdujeron dos 
alambres de tungsteno (40 μm de diámetro) por la luz del segmento arterial, uno 
de los alambres se fijó a un soporte móvil acoplado a un tornillo micrométrico 
que permite modificar el grado de estiramiento del vaso y el otro alambre se fijó 
a otro soporte acoplado a un transductor de tensión isométrica que registra los 
cambios de tensión producidos. El transductor se conectó a un sistema de 
adquisición de datos PowerLab/8e que con la ayuda del software Chart v 3.4/s 
registraba los cambios de tensión en un ordenador (Figura 5).  
 
Figura 5. A. Fotografía de un miógrafo, conversor analógico-digital y sistema de 
registro de la tensión isométrica en segmentos de arteria mesentérica. B. Detalle de un 
pocillo y arteria mesentérica.  
 
 





Tanto en el baño de órganos como en el miógrafo un tornillo micrométrico unido 
al transductor de fuerza permite aplicar al anillo vascular la tensión pasiva 
adecuada separando los alambres y estirando las paredes vasculares.  
 
3. Procedimiento experimental. 
3.1. Determinación de la tensión basal óptima.  
Antes de analizar la respuesta de los anillos arteriales a los diferentes estímulos, 
se determinó en experimentos preliminares la tensión pasiva óptima, que se 
define como la tensión basal a la que se produce la máxima respuesta a una 
solución despolarizante de cloruro potásico (KCl, 60 mM). Para ello, se 
determinó la respuesta contráctil al KCl (60 mM) a distintas tensiones basales 
que se fueron incrementando gradualmente hasta alcanzar la tensión basal a la 
que se obtiene la máxima contracción en respuesta al KCl. La tensión óptima de 
reposo determinada en estos experimentos para los segmentos aórticos fue de 1 g 
de fuerza (9,8 mN) y de 0,5 g de fuerza (4,9 mN) para los segmentos de arteria 
mesentérica.  
Para aplicar la tensión pasiva óptima, se dispone de tornillo micrométrico que 
separa los alambres introducidos dentro del anillo vascular y que lo distiende. 
Puesto que la respuesta inmediata de los segmentos vasculares a la distensión es 
la relajación, la tensión se reajustó periódicamente hasta alcanzar una tensión 













3.2. Comprobación de la capacidad contráctil de los segmentos aórticos. 
Tras el periodo de equilibrio, los segmentos aórticos se expusieron al KCl 
(60 mM), un agente despolarizante que induce contracción independiente de la 
activación de receptor por medio de la apertura de los canales de (Ca2+) 
dependientes de voltaje, hasta que la contracción alcanza una meseta estable, 
aproximadamente a los 15-20 min. Esta prueba se realiza para comprobar la 
funcionalidad del músculo liso vascular. Aquellos segmentos que respondieron 
con una contracción menor a 4,5 mN, indicativa de un daño muscular, no se 
utilizaron para la realización de los experimentos. 
 
La comprobación de la capacidad contráctil de los segmentos de arteria 
mesentérica presenta diferencias con respecto a la de la aorta, debido a que se 
requiere reactivar las propiedades mecánicas y funcionales del músculo liso 
antes de iniciar los experimentos. Los segmentos de arteria mesentérica una vez 
equilibrados son activados mediante la exposición al KCl (60 mM), que 
rápidamente alcanzan una contracción estable (3-5 min) pero poco intensa. 
Después de varios lavados con la solución Krebs-Henseleit modificada y tras 
llegar al equilibrio, nuevamente se añadió KCl (60 mM) más noradrenalina 
(10-5 M), alcanzando rápidamente (3-5 min) una contracción estable, indicativa 
de la máxima contracción que puede alcanzar el segmento vascular. Y 
finalmente, tras un último lavado, se exponen de nuevo los segmentos 
únicamente al KCl (60 mM), en esta tercera exposición al KCl se determina la 
capacidad contráctil del segmento vascular. Aquellos segmentos que 
respondieron con una contracción menor a 2 mN, indicativa de un daño 
muscular producido por el aislamiento o el montaje de los segmentos vasculares, 










3.3. Comprobación de la presencia de endotelio. 
La presencia de endotelio se determinó funcionalmente al añadir acetilcolina 
(10-7 - 10-4 M) a los anillos vasculares previamente contraídos con serotonina 
(5-HT, 10-5 M). Una relajación mayor al 70% en respuesta a la acetilcolina 
indica una adecuada función endotelial y confirma la integridad del endotelio 
(156).  
 
Para determinar si las respuestas vasculares estudiadas dependían de la presencia 
de un endotelio funcional, en un grupo de experimentos se estudió los efectos de 
las distintas sustancias en segmentos vasculares que no tenían endotelio. La 
destrucción del endotelio se realizó de forma mecánica. En el caso de la aorta, se 
introdujo un alambre rugoso de acero inoxidable por la luz del vaso y con la 
ayuda de unas pinzas se desplazó el segmento aórtico longitudinal y 
transversalmente. La destrucción del endotelio de las ramas de arteria 
mesentérica se realizó introduciendo un pelo humano por la luz vascular y con la 
ayuda de unas pinzas desplazando el segmento longitudinal y transversalmente. 
La ausencia de respuesta relajante a la acetilcolina confirma la destrucción del 
endotelio (156). 
 
4. Curvas concentración-respuesta al sorafenib. 
Los efectos del sorafenib se determinaron en segmentos aórticos a tensión basal 
y en segmentos previamente contraídos con una concentración submáxima de 
KCl (40 mM) ó U46619 (3x10-8 M). A tensión basal o una vez alcanzada una 
contracción estable inducida por el agente vasoconstrictor se añadió sorafenib 
(10-7 - 10-4 M) de forma acumulativa. El cambio de concentración se realizó 
cuando la concentración anterior había realizado su efecto máximo, 








4.1. Papel de la NOS en la respuesta relajante al sorafenib. 
En segmentos de aorta con endotelio se valoró la participación del NO en la 
respuesta al sorafenib. Los segmentos se incubaron durante 15 min con 
L-NAME (10-4 M), un inhibidor inespecífico de las NOS (157), se contrajeron 
con U46619 (3x10-8 M) y tras una contracción estable se realizó una curva 
concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M).  
 
4.2. Papel de la COX en la respuesta relajante al sorafenib. 
En segmentos de aorta con endotelio se valoró la participación de la COX en la 
respuesta al sorafenib. Los segmentos se incubaron durante 15 min con 
indometacina (10-5 M), un inhibidor inespecífico de las COX (158), se 
contrajeron con U46619 (3x10-8 M) y tras una contracción estable se realizó una 
curva concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M). 
 
4.3. Papel del estrés oxidativo en la respuesta relajante al sorafenib. 
En segmentos de aorta con endotelio se valoró la participación del O-2 en la 
respuesta al sorafenib. Los segmentos se incubaron durante 15 min con Tempol 
(10-3 M), un mimético de la superóxido dismutasa (SOD) (159), se contrajeron 
con U46619 (3x10-3 M) y tras una contracción estable se realizó una curva 
concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M). 
 
4.4. Efecto del sorafenib sobre las curvas de concentración-respuesta al 
cloruro potásico. 
La respuesta contráctil del músculo liso ante una despolarización directa se 
estudió mediante la realización de curvas concentración-respuesta al KCl 
(5-120 mM). Se añadió el KCl al baño de forma acumulativa y el cambio de 
concentración se llevó a cabo cuando la concentración anterior alcanzó su efecto 
 
 





máximo. El papel de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L en la 
respuesta contráctil inducida por el KCl se determinó mediante la incubación 
durante 15 min de los segmentos aórticos con nifedipina (10-6 M), un bloqueante 
de los canales de Ca2+ tipo L (160), y posteriormente se realizó la curva 
concentración-respuesta al KCl. En otro grupo de experimentos se determinó el 
papel del Y-27632, un inhibidor de la ROK (161), en la contracción inducida por 
el KCl. Los efectos del sorafenib sobre la contracción inducida por el KCl se 
estudiaron en segmentos aórticos incubados durante 30 min con sorafenib (10-7, 
10-6, 10-5 ó 10-4 M). 
 
4.5. Efecto del sorafenib sobre la concentración al cloruro cálcico. 
Para determinar si el sorafenib es capaz de inhibir la contracción inducida por la 
entrada de Ca2+ extracelular, se preparó una solución Krebs-Henseleit sin Ca2+ y 
con EGTA 2 mM; esta solución se realizó de igual forma que la solución 
Krebs-Henseleit eliminando el CaCl2 y el EDTA y añadiendo EGTA (2 mM). La 
sustitución del EDTA por el EGTA se debió a que el EDTA es un buen agente 
quelante de metales, con cierta afinidad por el Mg2+ pero poca por el Ca2+, a 
diferencia del EGTA que tiene una mayor afinidad por el Ca2+, asegurando la 
eliminación del mismo para la realización de los experimentos. 
 
Los segmentos arteriales se lavaron cada 10 min durante 30 min con esta 
solución y posteriormente se lavaron con una solución despolarizante 60 mM de 
K+ y sin Ca2+, que se preparó reemplazando 60 mM de NaCl por 60 mM de KCl 
y eliminando el CaCl2 y el EDTA de la solución Krebs-Henseleit. Este medio 
despolariza el músculo liso, pero no produce contracción por haber eliminado el 
Ca2+ del medio extracelular. En estas condiciones se estudió la respuesta 
contráctil del músculo liso ante una despolarización directa mediante la 
realización de curvas concentración-respuesta al CaCl2 (10-5 - 3x10-2 M).  
 
 




La participación de los canales de Ca2+ tipo L en la contracción inducida por la 
entrada de Ca2+ se estudió incubando durante 15 min los segmentos vasculares 
con nifedipina (10-6 M) y la participación de la ROK se estudió incubando con el 
Y-27632 (10-5 M), y posterior realización de las curvas concentración respuesta 
al CaCl2. Los efectos del sorafenib sobre la contracción inducida por la entrada 
de Ca2+ extracelular se estudió en segmentos arteriales en una solución 
despolarizante 60 mM de K+ y sin Ca2+ incubados durante 30 min con sorafenib 
(10-7, 10-6, 10-5 o 10-4 M) y posteriormente se realizaron las curvas 
concentración-respuesta al CaCl2. 
 
4.6. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta al 
U46619. 
Para el estudio de la respuesta contráctil dependiente de receptor se realizaron 
curvas concentración-respuesta al U46619, un análogo estable del tromboxano 
A2 que activa los receptores TP. Una vez alcanzada la tensión pasiva óptima en 
los segmentos aórticos, se les añadió de forma aditiva el U46619 (10-10 - 
3x10-7 M). La contribución de la entrada de Ca2+ extracelular a la contracción 
inducida por la activación de los receptores TP se valoró mediante la incubación 
de los segmentos vasculares durante 15 min con nifedipina (10-6 M), un 
bloqueante de los canales de Ca2+ tipo L y posteriormente se realizaron las 
curvas concentración-respuesta al U46619. Por otra parte, también se estudió la 
contribución de la ROK en los efectos contráctiles del U46619 mediante la 
incubación durante 15 min con el Y-27632 (10-5 M) y posterior realización de las 
curvas al U46619.  
En otro grupo de experimentos, se determinaron los efectos del sorafenib sobre 
la contracción inducida por el U46619, los segmentos aórticos se incubaron 
durante 30 min con una concentración de sorafenib (10-7, 10-6, 10-5 ó 10-4 M) y 
posteriormente se realizó la curva concentración-respuesta al U46619. 
 
 





4.7. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta a la 
serotonina. 
La serotonina es otro vasoconstrictor que induce sus efectos por activar 
receptores específicos en la pared vascular. Una vez alcanzada la tensión pasiva 
óptima en los segmentos vasculares, se les añadió de forma aditiva la serotonina 
(10-10 - 3x10-5 M).  
En otro grupo de experimentos, los segmentos vasculares se incubaron durante 
30 minutos con una concentración de sorafenib (10-7, 10-6, 10-5 ó 10-4 M) y 
posteriormente se realizó la curva concentración-respuesta a la serotonina. 
 
4.8. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta a la 
noradrenalina. 
El estímulo de los receptores adrenérgicos es un importante factor determinante 
del tono vascular. Para el estudio del efecto del sorafenib sobre el estímulo 
adrenérgico se realizaron curvas concentración-respuesta a la noradrenalina. La 
respuesta a la noradrenalina de los segmentos aórticos fue inconsistente y con 
una gran variabilidad entre los diferentes segmentos de aorta torácica de un 
mismo animal o entre los de diferentes animales, por lo que no se estudiaron los 
efectos del sorafenib en los anillos aórticos.  
 
En los segmentos de arteria mesentérica, una vez alcanzada la tensión pasiva 
óptima, se les añadió de forma aditiva la noradrenalina (10-9 - 3x10-5 M). En otro 
grupo de experimentos, los segmentos mesentéricos se incubaron durante 30 min 
con una concentración de sorafenib (10-7, 10-6, 10-5 ó 10-4 M) y posteriormente se 









4.9. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta a la 
acetilcolina. 
Se realizaron curvas concentración-respuesta a la acetilcolina (10-9 - 10-5 M) en 
segmentos arteriales con o sin endotelio para revelar la relajación 
endotelio-dependiente. En segmentos con endotelio previamente contraídos con 
serotonina, se realizaron curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en 
ausencia (control) o presencia de indometacina (10-5 M), un inhibidor de la 
COX, impidiendo la posible liberación de sustancias prostanoides de la pared 
vascular. El inhibidor se añadió 15 min antes del agonista contráctil.  
En otro grupo de experimentos se comprobó la participación del NO en 
respuesta a la acetilcolina. Los segmentos se incubaron durante 15 min con 
L-NAME (10-4 M), un inhibidor de la NOS (157), se contrajeron con serotonina 
y posteriormente se realizó la curva concentración-respuesta a la acetilcolina 
(10-9 - 10-5 M). 
 
Para estudiar la participación del EDHF, se realizaron curvas concentración-
respuesta a la acetilcolina en segmentos arteriales en presencia de indometacina 
y de L-NAME, para descartar la participación de prostanoides y de NO, y de 
charibdotoxina (ChTx, 10-7 M), un bloqueante de los canales de K+ activados por 
Ca2+ (KCa) de intermedia (KCa3.1) (162) y alta conductancia (KCa1.1) (163), y 
apamina (10-6 M), un bloqueante de los KCa de baja conductancia (KCa2) (164). 
Los inhibidores y bloqueantes se añadieron al baño de órganos 15 min antes de 
la adición de la serotonina (10-5 M). 
Para estudiar los efectos del sorafenib, los segmentos arteriales se incubaron 
durante 30 min con una concentración de sorafenib (10-7, 10-6 ó 10-5 M), se 
contrajeron con serotonina (10-5 M) y una vez alcanzada una contracción estable 









4.10. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta al 
nitroprusiato sódico. 
El estudio de los efectos del sorafenib sobre la relajación independiente de la 
presencia de endotelio se realizó mediante la respuesta al nitroprusiato sódico, 
un vasodilatador que induce relajación por actuar directamente sobre el músculo 
liso vascular. Los segmentos vasculares se contrajeron previamente con 
serotonina (10-5 M) y después de obtener una contracción estable se añadió, a 
segmentos con y sin endotelio, nitroprusiato sódico (10-11 - 10-7 M).  
En otro grupo de experimentos, los segmentos arteriales se incubaron durante 30 
min con una concentración de sorafenib (10-7, 10-6 ó 10-5 M), se contrajeron con 
serotonina y se realizaron las curvas concentración-respuesta al nitroprusiato 
sódico. 
 
4.11. Efecto del sorafenib sobre la producción de anión superóxido en la 
pared vascular.  
El estudio de los efectos del sorafenib sobre el estrés oxidativo basal o inducido 
en la pared vascular se realizó en la aorta torácica. Para ello se aisló la aorta 
torácica, aproximadamente 1-1,5 cm, que rápidamente se incluyó en Tissue-Tek 
OCT® (Sakura Finetek), con ayuda de un molde de silicona para el correcto 
encastramiento, que se mantuvo en un recipiente con hielo seco para su 
solidificación. Una vez desmoldados los bloques de Tissue-Tek OCT® se 
mantuvieron a una temperatura de -80º C hasta su utilización. Previamente a su 
montaje en el criotomo, los bloques se mantuvieron a una temperatura de -20º C 
durante una hora aproximadamente. Seguidamente se procedió, con ayuda del 
criotomo (Leica CM1900), a realizar cortes de la pared vascular de 10 μm de 
espesor, que se colocaron sobre un portaobjetos para realizar el tratamiento 
correspondiente a cada muestra.  
 
 




Los cortes se sumergieron en una solución salina fisiológica (PBS, 
Sigma-Aldrich) a una temperatura de 37º C durante 30 min, para mantener su 
hidratación y favorecer la activación y función de las enzimas del tejido. 
Seguidamente, se lavaron con 200 μL de PBS. Posteriormente se procedió a la 
incubación con los diferentes fármacos. Como control de las diversas situaciones 
experimentales, a un corte de pared vascular en vez de fármaco se le añadió un 
mismo volumen de PBS. La producción de O2- vascular se detectó in situ 
mediante la tinción con dihidroetidio (DHE, Molecular Probes), compuesto no 
fluorescente que puede atravesar la membrana celular, y una vez en el interior es 
oxidado por el O2- produciendo etidio, compuesto que se intercala en el DNA 
emitiendo fluorescencia.  
 
En un primer grupo de experimentos, los cortes se mantuvieron durante 15 min a 
37º C, seguidamente se añadió DHE (2x10-6 M) recién preparado a todas las 
muestras y se incubaron durante 10 min. Posteriormente se procedió a aplicar 
U46619 (10-8 M), que induce la producción de O2-, y sirvió como control 
positivo, o una concentración de sorafenib (10-7, 10-6 o 10-5 M). Además, un 
grupo de cortes se incubó con U46619 y sorafenib para estudiar una posible 
interacción entre los dos compuestos. 
En otro grupo de experimentos para determinar que los cambios de fluorescencia 
eran debidos a la formación de O2-, los cortes se incubaron durante 15 min a 37º 
C con Tempol (10-3 M), un quelante de O2-, seguidamente se añadió DHE (2x10-
6 M) durante 10 min y posteriormente se procedió a aplicar U46619 (10-8 M) o 
sorafenib.  
 
Los cortes aórticos fueron visualizados a través de un microscopio de 
fluorescencia (Eclipse Ti-S, Nikon Co.) equipado con una cámara de vídeo 
digital (Digital Sight DS-Qi1MC, Nikon Co.). La cuantificación de la intensidad 
 
 





de la fluorescencia emitida se calculó a partir de la medición de cinco áreas 
(20x) muestreadas por corte para cada condición experimental, usando el 
programa ImageJ software (NIH, Bethesda, MD). 
 
5. Fármacos. 
En el estudio se han usado los siguientes fármacos: apamina, charibdotoxina, 
cloruro potásico (KCl), cloruro de acetilcolina, clorhidrato de serotonina (5-HT), 
clorhidrato de NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), cloruro cálcico 
(CaCl2), 9,11-dideoxi-11α,9α-epoximetanoprostaglandina F2α (U46619), dihidrato 
de nitroprusiato sódico, dihidrocloruro de R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-
piridil) ciclohexanocarboxamida (Y-27632), 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-N-oxil (Tempol) y nifedipina que fueron obtenidos de 
Sigma-Aldrich Chemical y el tosilato de sorafenib (Figura 6), que fue donado 








Las soluciones concentradas de los fármacos se realizaron con agua bidestilada 
excepto la indometacina, el U46619 y la nifedipina, que se disolvieron 
 
 




inicialmente en etanol a una concentración 10-5, 10-4 ó 10-3 M, respectivamente. 
El tosilato de sorafenib se disolvió inicialmente a una concentración de 10-1 M 
en dimetil sulfóxido (DMSO). La concentración final de etanol o DMSO en el 
baño fue inferior al 0,01%. Las posteriores diluciones se realizaron con solución 
salina fisiológica. Las diluciones de cada fármaco se preparan el día de 
experimento, y se mantienen en hielo durante todo el experimento. 
 
6. Análisis estadístico de datos. 
Todos los resultados se expresan como la media ± error estándar de la media. La 
respuesta contráctil se expresa en valores absolutos (mN) y la vasorrelajación se 
expresa como porcentaje de relajación (%) de la contracción alcanzada con el 
fármaco vasoconstrictor. En cada grupo experimental, n indica el número de 
animales utilizados, de cada animal se obtuvieron cuatro segmentos aórticos. El 
pD2 (logaritmo negativo de la concentración molar a la que se produce la mitad 
del efecto máximo) se determinó por análisis de regresión no lineal a partir de 
cada curva concentración-respuesta. El área bajo la curva (ABC) se calculó para 
cada una de las curvas concentración-respuesta y se expresó en unidades 
arbitrarias (U.A.). Las diferencias entre las distintas condiciones experimentales 
se analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) de una vía y 
posteriormente se realizó el test de Bonferroni. Las diferencias se consideraron 
estadísticamente significativas para un valor de P < 0,05. El análisis estadístico se 
















































1.1. Curvas concentración–respuesta al sorafenib. 
La adición de sorafenib (10-7 - 10-4 M) a tensión basal no produjo ningún cambio 
en el registro de la tensión. En anillos previamente contraídos con KCl (40 mM), 
y tras alcanzar una contracción estable, el sorafenib indujo relajación 
dependiente de la concentración con un efecto máximo del 65,1±5,1% y una 
CE50 de 5,92x10-6 M (Figura 7, Tabla 1). Cuando los segmentos aórticos se 
contrajeron con U46619 (10-8 M), el sorafenib produjo relajación con un efecto 
máximo del 93,3±5,0% y una CE50 de 1,74x10-6 M (Figura 7, Tabla 1). Los 
segmentos aórticos fueron aproximadamente 3,4 veces más sensibles a los 
efectos vasorrelajantes al sorafenib cuando se contrajeron con U46619 y la 











Figura 7. Curvas concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M) en anillos aórticos 
contraídos con KCl (40 mM) ó U46619 (10-8 M). 
 
 
Tabla 1. Valores de la pD2 (-log CE50) y efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al sorafenib en segmentos de aorta previamente contraídos con 
KCl (40 mM) ó U46619 (10-8 M). 
 
Sorafenib n pD2 Emax (%) 
KCl 8 5,23 ± 0,06 65,1 ± 5,1* 
U46619 8 5,76 ± 0,10 93,3 ± 5,0* 








La contribución de los factores endoteliales y del O2- en la relajación inducida 
por el sorafenib se estudió en anillos con endotelio contraídos con U46619 
(10-8 M). Cuando los segmentos aórticos se incubaron con L-NAME (10-4 M), un 
inhibidor de la NOS, el sorafenib produjo relajación dependiente de la 
concentración con un efecto máximo del 96,2±2,1% y una CE50 de 2,60x10-6 M 
(Figura 8, Tabla 2).  Los segmentos aórticos no experimentaron diferencias 
significativas en los efectos vasodilatadores del sorafenib en ausencia y en 
presencia de L-NAME, descartando al NO como mediador de la respuesta 
relajante inducida por el sorafenib. 
 
En presencia de indometacina (10-5 M), un inhibidor de la COX, el sorafenib 
produjo relajación dependiente de la concentración con un efecto máximo del 
93,6±6,2% y una CE50 de 1,26 x 10-6 M (Figura 9, Tabla 2). La relajación al 
sorafenib fue similar en ausencia y en presencia de indometacina, descartando la 
participación de prostaglandinas relajantes en el efecto vasodilatador inducido 
por el sorafenib. 
 
En segmentos tratados con Tempol (10-3 M), un quelante del O2-, y contraídos 
con U46619 (10-8 M), el sorafenib produjo relajación dependiente de la 
concentración con un efecto máximo del 97,1± 2,0 % y una CE50 de 1,15x10-6 M 
(Figura 10, Tabla 2). Los efectos relajantes del sorafenib fueron similares 
(P > 0,05) en anillos en ausencia y en presencia de Tempol (Figura 10, Tabla 2), 














Figura 8. Curvas concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M) en anillos aórticos 
















Figura 9. Curvas concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M) en anillos aórticos 














Figura 10. Curvas concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M) en anillos 




Tabla 2. Valores de la pD2 (-log CE50) y efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al sorafenib en segmentos de aorta previamente contraídos con 
U46619 (10-8 M) en ausencia (Control) y en presencia de L-NAME (10-4 M), 
indometacina (10-5 M) ó Tempol (10-3 M). 
 
Sorafenib n pD2 Emax (%) 
Control 8 5,76 ± 0,10 93,3 ± 5,0 
L-NAME 10-4 M 8 5,59 ± 0,12 96,2 ± 2,1 
Indometacina 10-5 M 8 5,90 ± 0,20 93,6 ± 6,2 
Tempol 10-3 M 8 5,94 ± 0,11 97,1 ± 2,0 







1.2. Efectos del sorafenib sobre las curvas concentración–respuesta al KCl. 
El KCl produjo contracción dependiente de la concentración con una contracción 
máxima de 7,9±0,1 mN y una CE50 de 3,09x10-2 M (Figura 11). Para estudiar el 
papel de los canales de Ca2+ tipo L en la contracción inducida por el KCl, los 
segmentos arteriales se incubaron con nifedipina (10-6 M), un bloqueante 
específico de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L. En presencia de 
nifedipina la CE50 fue de 5,31x10-3 M y la contracción máxima de 1,3±0,1 mN, 
disminuyendo (P < 0,05) la sensibilidad al KCl en términos de CE50 y la 
contracción máxima, aproximadamente un 84%, respecto a las condiciones 
control (Figura 11).  
 
El papel de la ROK en la contracción inducida por el KCl se determinó 
incubando los segmentos aórticos con Y-27632 (10-5 M). El Y-27632 disminuyó 
significativamente la CE50 (4,00x10-2 M versus Control 3,09x10-2 M, P < 0,05) y 
la contracción máxima inducida por el KCl (2,63±0,1 mN versus control 
7,9±0,1 mN, P < 0,05) aproximadamente un 67% (Figura 11). 
 
La incubación con sorafenib 10-7 M no modificó significativamente la respuesta 
contráctil de los segmentos aórticos al KCl (Figura 12, Tabla 3). El incremento 
de la concentración de sorafenib a 10-6 y 10-5 M no modificó significativamente 
la pD2 de las curvas concentración respuesta al KCl, pero disminuyó (P < 0,05) el 
efecto máximo un 36,7% y un 57,0%, respectivamente. La incubación con 
sorafenib 10-4 M disminuyó significativamente tanto la pD2 como el efecto 















Figura 11. Curvas concentración-respuesta al KCl (5 – 120 mM) en segmentos aórticos 








Figura 12. A. Curvas concentración-respuesta al KCl (5 - 120 mM) y B. área bajo la 
curva (ABC) de las curvas concentración-respuesta al KCl en ausencia (Control) y en 








Tabla 3. Valores de la pD2 (-log CE50) y efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al KCl en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib 
(10-7 - 10-4 M). 
 
KCl n pD2 Emax (mN) 
Control  7 1,51 ± 0,01* 7,9 ± 0,1* 
Sorafenib 10-7 M  8 1,52 ± 0,01* 7,1 ± 0,3* 
Sorafenib 10-6 M  8 1,50 ± 0,02* 5,0 ± 0,2* 
Sorafenib 10-5  M  8 1,42 ± 0,05* 3,4 ± 0,3* 
Sorafenib 10-4 M  8 1,24 ± 0,03* 1,9 ± 0,1* 
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
1.3. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta al cloruro 
de calcio. 
El CaCl2 indujo contracción dependiente de la concentración, alcanzando un 
efecto máximo de 8,2±0,4 mN y una CE50 de 6,61x10-4 M (Figura 13). La 
incubación con nifedipina (10-6 M) inhibió totalmente la contracción inducida 
por el CaCl2, indicando que la contracción del músculo liso vascular inducida 
por el CaCl2 se produce por la entrada de Ca2+ al interior celular a través de los 
canales de Ca2+ sensibles a las dihidropiridinas (Figura 13).  
 
La incubación con Y-27632 (10-5 M) aumentó la CE50 al CaCl2 (4,61x10-3 M 
versus Control 6,61x10-4 M, P < 0,05) y disminuyó la contracción máxima 
(2,5±0,4 mN versus Control 8,2±0,4 mN, P < 0,05) (Figura 13). Los resultados 
sugieren que la entrada de Ca2+ al interior celular induce la activación de la ROK 
e incrementa la contracción del músculo liso vascular.   
 
La incubación de los segmentos aórticos con sorafenib 10-7 M no modificó de 







incubación con sorafenib a una concentración de 10-6, 10-5 ó 10-4 M no modificó 
la CE50 (P < 0,05), pero disminuyó el efecto máximo al CaCl2 a 5,1±0,1 mN, 
3,9±0,3 mN y 0,7±0,5 mN, respectivamente (Figura 14, Tabla 4). Inhibiendo un 





Figura 13. Curvas concentración-respuesta al CaCl2 (10-5 - 3x10-2 M) en segmentos 











Figura 14. A. Curvas concentración-respuesta al CaCl2 (10-5 - 3x10-2 M) y B. área bajo 
la curva (ABC) de las curvas al CaCl2 en segmentos de aorta de ratón en ausencia 








Tabla 4. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al CaCl2 en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib 
(10-7 -10-4 M). 
 
CaCl2 n pD2 Emax (mN) 
Control  7 3,18 ± 0,03 8,2 ± 0,4* 
Sorafenib 10-7 M  8 3,09 ± 0,01 7,8 ± 0,4* 
Sorafenib 10-6 M  8 2,90 ± 0,07 5,1 ± 0,1* 
Sorafenib 10-5 M  8 2,70 ± 0,09 3,9 ± 0,3* 
Sorafenib 10-4 M  8 # 0,7 ± 0,5* 
n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control.  
# la pD2 no se calculó al no alcanzar el CaCl2 una contracción máxima 
mayor del 15% de la contracción máxima control. 
 
 
1.4. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración–respuesta al 
U46619. 
El U46619 (10-10 - 10-6 M) indujo contracción dependiente de la concentración, 
alcanzando un efecto máximo de 16,4±0,6 mN y una CE50 de 3,51x10-8 M 
(Figura 15). La incubación con nifedipina no modificó la respuesta contráctil al 
U46619 en términos de CE50 (2,59x10-8 M versus Control 3,51x10-8 M, 
P > 0,05) ni el efecto máximo (14,4±0,4 mN versus Control 16,4±0,6 mN, 
P > 0,05). La incubación con Y-27632 (10-5 M) disminuyó la contracción 
inducida por el U46619, disminuyendo la contracción máxima (6,1±0,9 mN 
versus Control 16,4±0,6 mN, P < 0,05) y aumentó la CE50 (8,43x10-8 M versus 
Control 3,51x10-8 M, P < 0,05) (Figura 15). Estos resultados indican que la 
entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L no 
participan en el mecanismo de contracción al U46619, sin embargo, el estímulo 
de los receptores TP por el U46619 activaría la ROK para incrementar y 








La incubación de los segmentos aórticos con sorafenib a 10-7 M durante un 
periodo de 30 min no modificó significativamente la respuesta contráctil al 
U46619 (Figura 16, Tabla 5). La incubación con sorafenib 10-6 M no modificó 
(P > 0,05) la CE50, pero disminuyó significativamente el efecto máximo al 
U46619 (Figura 16, Tabla 5). La incubación con concentraciones mayores de 
sorafenib 10-5 y 10-4 M incrementó significativamente la CE50 de las curvas al 
U46619 y disminuyó la contracción máxima, aproximadamente un 65,3% y un 




Figura 15. Curvas concentración-respuesta al U46619 (10-10 - 10-6 M) en aorta de ratón 










Figura 16. A. Curvas concentración-respuesta al U46619 (10-10 - 10-6 M) y B. área bajo 
la curva (ABC) de las curvas al U46619 en segmentos de aorta de ratón en ausencia 









Tabla 5. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al U46619 en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib 
(10-7 - 10-4 M). 
 
U46619 n pD2 Emax (mN) 
Control 7 7,49 ± 0,04* 16,4 ± 0,6* 
Sorafenib 10-7 M 8 7,38 ± 0,07* 15,4 ± 0,5* 
Sorafenib 10-6 M 8 7,45 ± 0,06* 11,8 ± 0,7* 
Sorafenib 10-5 M 8 7,11 ± 0,08* 15,7 ± 0,9* 
Sorafenib 10-4 M 8 7,15 ± 0,15* 13,5 ± 0,4* 
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
1.5. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta a la 
serotonina. 
La serotonina (10-8 - 3x10-4 M) indujo contracción dependiente de la 
concentración, alcanzando un efecto máximo de 9,4±0,2 mN y una CE50 de 
7,41x10-7 M (Figura 17, Tabla 6). La incubación de los segmentos aórticos con 
sorafenib 10-7 M no modificó de manera significativa la contracción a la 
serotonina (Figura 17, Tabla 6). La incubación con concentraciones mayores de 
sorafenib, 10-6, 10-5 y 10-4 M, incrementó (P < 0,05) la CE50 y disminuyó 
(P < 0,05) el efecto máximo de la serotonina un 39,4%, 58,5% y 79,8%, 










Figura 17. A. Curvas concentración-respuesta a la serotonina (10-8 - 3x10-5 M) y B. área 
bajo la curva (ABC) de las curvas a la serotonina en segmentos de aorta de ratón en 









Tabla 6. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta a la serotonina en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib 
(10-7 - 10-4 M). 
 
Serotonina n pD2 Emax (mN) 
Control  7 6,13 ± 0,03* 9,4 ± 0,2* 
Sorafenib 10-7 M  8 5,96 ± 0,04* 9,2 ± 0,3* 
Sorafenib 10-6 M   8 5,68 ± 0,06* 5,7 ± 0,3* 
Sorafenib 10-5 M   8 5,43 ± 0,11* 3,9 ± 0,9* 
Sorafenib 10-4 M   8 5,40 ± 0,12* 1,9 ± 0,2* 
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
1.6. Efectos del sorafenib sobre la curva concentración-respuesta a la 
acetilcolina. 
En segmentos aórticos con endotelio la acetilcolina (10-9 - 10-5 M) produjo 
vasorrelajación dependiente de la concentración con un efecto máximo del 
97,2±1,1% y una CE50 de 1,26x10-8 M (Figura 18). En segmentos aórticos sin 
endotelio la acetilcolina no produjo relajación. En segmentos aórticos con 
endotelio la incubación con L-NAME (10-4 M) inhibió completamente la 
respuesta relajante a la acetilcolina (Figura 18), indicando que la relajación 
inducida por la acetilcolina está mediada por el NO de origen endotelial.  
 
La incubación con sorafenib 10-7 ó 10-6 M no modificó (P > 0,05) la relajación a 
la acetilcolina (Figura 19 y Tabla 7). La incubación con sorafenib 10-5 M 
incrementó significativamente la CE50, desplazando la curva concentración-
respuesta a la derecha 4,1 veces e inhibió aproximadamente un 24,9% la 
relajación máxima a la acetilcolina (Figura 19, Tabla 7). Estos resultados 
indican que el sorafenib a altas concentraciones pueden inhibir la relajación 














Figura 18. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina (10-9 - 10-5 M) en anillos 
aórticos contraídos con serotonina (10-5 M) en segmentos con endotelio, sin endotelio ó 












Figura 19. A. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina (10-9 - 10-5 M) y B. área 
bajo la curva (ABC) de las curvas a la acetilcolina en segmentos aórticos con endotelio 
previamente contraídos con serotonina (10-5 M) en ausencia (Control) y en presencia de 







Tabla 7. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta a la acetilcolina en ausencia (Control) y en presencia de 
sorafenib (10-7 - 10-5 M). 
 
Acetilcolina n pD2 Emax (%) 
Control 7 7,94 ± 1,0* 97,2 ± 1,1* 
Sorafenib 10-7 M 8 7,99 ± 0,1* 97,9 ± 1,2* 
Sorafenib 10-6 M 8 7,62 ± 0,1* 97,1 ± 0,8* 
Sorafenib 10-5 M 8 7,33 ± 0,2* 85,4 ± 5,7*  
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
1.7. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta al 
nitroprusiato (NP). 
En segmentos con endotelio el nitroprusiato (10-11 - 10-7 M) produjo relajación 
dependiente de la concentración con un efecto máximo del 100% y una CE50 de 
1,08x10-10 M (Figura 20). La eliminación del endotelio no modificó la CE50 
(1,01x10-10 versus con endotelio 1,08x10-10 M, P > 0,05) ni la relajación máxima 
inducida por el nitroprusiato (Figura 20), demostrando que el nitroprusiato 
induce relajación por actuar directamente sobre el músculo liso vascular. 
 
La incubación con sorafenib 10-7, 10-6 ó 10-5 M no modificó (P > 0,05) ni la CE50 
ni la relajación máxima de las curvas concentración-respuesta al nitroprusiato 
(Figura 21, Tabla 8), indicando que el sorafenib no interfiere en el mecanismo 













Figura 20. Curvas concentración-respuesta al nitroprusiato (10-11 - 10-7 M) en segmentos 











Figura 21. A. Curvas concentración-respuesta al nitroprusiato (10-11 - 10-7 M) y B. área 
bajo la curva (ABC) de las curvas al nitroprusiato en segmentos aórticos previamente 
contraídos con serotonina (10-5 M) en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib 








Tabla 8. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al nitroprusiato en ausencia (Control) y en presencia de 
sorafenib (10-7 -10-5 M). 
 
Nitroprusiato n pD2 Emax (%) 
Control 7 9,96 ± 0,38 100 
Sorafenib 10-7 M 8 9,89 ± 0,22 100 
Sorafenib 10-6 M 8 9,97 ± 0,94 100 
Sorafenib 10-5 M 8 9,94 ± 0,87 100 
          n = número de ratones. 
 
 
2. Arterias mesentéricas. 
2.1. Curvas concentración–respuesta al sorafenib. 
La adición de sorafenib (10-7 - 10-4 M) a segmentos de arteria mesentérica a 
tensión basal no produjo ningún cambio en el registro de la tensión. En anillos 
previamente contraídos con KCl 40 mM el sorafenib indujo relajación 
dependiente de la concentración con un efecto máximo del 91,0±3,1% y una 
CE50 de 3,25x10-6 M (Figura 22, Tabla 9). Cuando los segmentos aórticos se 
contrajeron con U46619 (10-8 M), el sorafenib produjo relajación vascular 
dependiente de la concentración con un efecto máximo del 100% y una CE50 de 
1,05x10-6 M (Figura 22, Tabla 9). Los segmentos aórticos fueron 
aproximadamente 3,1 veces más sensibles a los efectos vasodilatadores del 










Figura 22. Curvas concentración-respuesta al sorafenib (10-7 - 10-4 M) en segmentos de 
arteria mesentérica contraídos con KCl (40 mM) ó U46619 (10-8 M). 
 
Tabla 9. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al sorafenib en segmentos de arteria mesentérica previamente 
contraídos con KCl (40 mM) o U46619 (10-8 M). 
Sorafenib n pD2 Emax (%) 
KCl  8 5,49 ± 0,07 91,0 ± 3,1 
U46619 8 5,99 ± 0,12 100* 








2.2. Efectos del sorafenib sobre las curvas concentración–respuesta al KCl. 
El KCl produjo contracción dependiente de la concentración en segmentos de 
arteria mesentérica con un efecto máximo de 4,2±0,2 mN y una CE50 de 
3,02x10-2 M (Figura 23, Tabla 10). La incubación con sorafenib 10-7 M no 
modificó significativamente la respuesta contráctil al KCl. La incubación con 
concentraciones mayores de sorafenib, 10-6 y 10-5 M no modificó 
significativamente la CE50 de las curvas concentración-respuesta al KCl pero 
disminuyó (P < 0,05) el efecto máximo un 54,8% y un 85,7%, respectivamente 









Figura 23. A. Curvas concentración-respuesta al KCl (5 – 120 mM) y B. área bajo la 
curva (ABC) de las curvas al KCl en segmentos de arteria mesentérica de ratón en 









Tabla 10. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al KCl en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib 
(10-7 - 10-5 M). 
 
KCl n pD2 Emax (mN) 
Control 7 1,52 ± 0,01 4,2 ± 0,2 
Sorafenib 10-7 M 8 1,41 ± 0,01 3,9 ± 0,6 
Sorafenib 10-6 M 8 1,52 ± 0,03 1,9 ± 0,5* 
Sorafenib 10-5 M 8 # 0,6 ± 0,2*  
n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control.  
# la pD2 no se calculó al no alcanzar el KCl una contracción máxima mayor 
del 15% de la contracción máxima control. 
 
 
2.3. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración–respuesta al 
U46619. 
En la arteria mesentérica el U46619 (10-10 – 3x10-7 M) indujo contracción 
dependiente de la concentración, alcanzando un efecto máximo de 5,6±0,4 mN y 
una CE50 de 3,08x10-8 M (Figura 24, Tabla 11). La incubación de los segmentos 
aórticos con sorafenib 10-7 M no modificó (P > 0,05) la contracción al U46619. 
La incubación con sorafenib 10-6 ó 10-5 M no modificó significativamente la 
CE50 de las curvas concentración respuesta al U46619, pero disminuyó 
(P < 0,05) la contracción máxima un 37,5% y 73,2%, respectivamente (Figura 









Figura 24. A. Curvas concentración-respuesta al U46619 (10-10 - 3x10-7 M) y B. área 
bajo la curva (ABC) de las curvas al U46619 en segmentos de arteria mesentérica de 
ratón en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib (10-7 - 10-5 M). *P < 0,05 








Tabla 11. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al U46619 (10-8 M) en ausencia (Control) y en presencia de 
sorafenib (10-7 - 10-5 M). 
 
U46619 n pD2 Emax (mN) 
Control 7 7,51 ± 0,07 5,6 ± 0,4* 
Sorafenib 10-7 M 8 7,53 ± 0,04 4,5 ± 0,2* 
Sorafenib 10-6  M 8 7,50 ± 0,06 3,5 ± 0,1* 
Sorafenib 10-5 M 8 7,49 ± 0,08 1,5 ± 0,5* 
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
2.4. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta a la 
serotonina. 
En la arteria mesentérica la serotonina (10-8 - 10-4 M) indujo contracción 
dependiente de la concentración alcanzando un efecto máximo de 5,0±1,5 mN y 
una CE50 de 3,41x10-7 M (Figura 25, Tabla 12). La incubación con sorafenib 
10-7 M no modificó (P > 0,05) la contracción inducida por la serotonina. La 
incubación con sorafenib, 10-6 ó 10-5 M, disminuyó (P > 0,05) la contracción 
máxima a la serotonina a 3,3±0,2 mN y 1,3±0,3 mN. Además, incrementó 
(P < 0,05) la CE50 desplazando las curvas concentración respuesta a la 











Figura 25. A. Curvas concentración-respuesta a la serotonina (10-8 - 10-4 M) y B. área 
bajo la curva (ABC) de las curvas a la serotonina en segmentos de arteria mesentérica de 
ratón en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib (10-7 - 10-5 M). *P < 0,05 








Tabla 12. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta a la serotonina (10-8 – 3x10-5 M) en ausencia (Control) y en 
presencia de sorafenib (10-7- 10-5 M). 
 
Serotonina n pD2 Emax (mN) 
Control  7  6,47 ± 0,14* 5,0 ± 0,3* 
Sorafenib 10-7 M  8 6,39 ± 0,16* 4,9 ± 0,4* 
Sorafenib 10-6 M  8 5,60 ± 0,09* 3,3 ± 0,2* 
Sorafenib 10-5 M  8 5,47 ± 0,18* 1,3 ± 0,3* 
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
2.5. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta a la 
noradrenalina. 
La noradrenalina (10-8 - 10-5 M) indujo contracción de la arteria mesentérica 
alcanzando un efecto máximo de 11,1±0,8 mN y una CE50 de 5,9±0,1 (Figura 
26, Tabla 13). La incubación de los segmentos aórticos con sorafenib a las 
concentraciones estudiadas no modificó (P > 0,05) la CE50 de las curvas a la 
noradrenalina. La incubación con sorafenib 10-6 ó 10-5 M disminuyó 
significativamente el efecto máximo a la noradrenalina un 62,2% y un 89,2%, 










Figura 26. A. Curvas concentración-respuesta a la noradrenalina (10-8 - 3x10-5 M) y B. 
área bajo la curva (ABC) de las curvas a la noradrenalina en segmentos de arteria 
mesentérica de ratón en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib (10-7 - 10-5 M). 








Tabla 13. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta a la noradrenalina en ausencia (Control) y en presencia de 
sorafenib (10-7 - 10-5 M). 
 
Noradrenalina n pD2 Emax (mN) 
Control 7 5,90 ± 0,08 11,1 ± 0,8 
Sorafenib 10-7 M 8 5,75 ± 0,10 9,4 ± 1,0 
Sorafenib 10-6  M 8 5,71 ± 0,11 4,2 ± 0,7* 
Sorafenib 10-5 M 8 # 1,2 ± 0,5* 
n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
# la pD2 no se calculó al no alcanzar la noradrenalina una contracción 
máxima mayor del 15% de la contracción máxima control. 
 
 
2.6. Efectos del sorafenib sobre la curva concentración-respuesta a la 
acetilcolina. 
En segmentos de arteria mesentérica con endotelio previamente contraídos con 
serotonina, la acetilcolina (10-9 - 10-5 M) produjo relajación dependiente de la 
concentración con un efecto máximo del 97,1±1,4% y una CE50 de 1,48x10-8 M 
(Figura 27). En segmentos sin endotelio la acetilcolina no produjo relajación, 
corroborando la necesidad de un endotelio funcional para que la acetilcolina 
produzca relajación del músculo liso vascular. 
 
La participación de los factores relajantes de origen endotelial que participan en 
la respuesta relajante a la acetilcolina se estudió en anillos previamente 
contraídos e inhibiendo progresivamente la COX, la NOS y los canales de K+ 
activados por Ca2+. La inhibición de la síntesis de prostaglandinas con 
indometacina (10-5 M) no modificó (P > 0,05) la respuesta control a la 
acetilcolina. La incubación con indometacina más L-NAME (10-4 M) para 
inhibir además la síntesis de NO inhibió (P < 0,05) un 7,6% la relajación 







la COX y la NOS, fue totalmente abolida con la adición al baño de 
charibdotoxina (10-7 M) y apamina (10-6 M). Estos resultados ponen de 
manifiesto la contribución del EDHF en la relajación a la acetilcolina en 
segmentos de arteria mesentérica (Figura 27). 
 
La incubación con sorafenib 10-7 M ó 10-6 M no modificó (P > 0,05) la 
relajación a la acetilcolina. El aumento de la concentración de sorafenib a 10-5 M 
no modificó (P > 0,05) la CE50 de la curva concentración-respuesta a la 
acetilcolina, pero inhibió significativamente la relajación máxima a la 











Figura 27. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina (10-9 - 10-4 M) en segmentos 
de arteria mesentérica, previamente contraídos con serotonina (10-5 M), en anillos con y 
sin endotelio, y con endotelio en presencia de indometacina (10-5 M), indometacina más 
L-NAME (10-4 M) e indometacina más L-NAME más charibdotoxina (ChTx 10-7 M) y 








Figura 28. A. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina (10-9 - 10-5 M) y B. área 
bajo la curva (ABC) de las curvas a la acetilcolina en segmentos de arteria mesentérica 
de ratón en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib (10-7 - 10-5 M). *P < 0,05 








Tabla 14. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta a la acetilcolina en ausencia (Control) y en presencia de 
sorafenib (10-7 - 10-5 M).  
 
Acetilcolina n pD2 Emax (%) 
Control  7 7,83 ± 0,20 97,1 ± 1,4* 
Sorafenib 10-7 M  8 7,74 ± 0,16 96,6 ± 1,8* 
Sorafenib 10-6 M  8 7,82 ± 0,19 95,3 ± 1,6* 
Sorafenib 10-5 M  8 7,31 ± 0,08 85,4 ± 2,1* 
          n = número de ratones. *P < 0,05 comparado con el Control. 
 
 
2.7. Efecto del sorafenib sobre las curvas concentración-respuesta al 
nitroprusiato. 
En segmentos de arteria mesentérica con endotelio y contraídos con serotonina 
(10-5 M) el nitroprusiato (10-11 - 3x10-8 M) produjo relajación dependiente de la 
concentración con un efecto máximo del 100% y una CE50 de 3,26x10-10 M 
(Figura 29). La eliminación del endotelio no modificó la relajación al 
nitroprusiato, ni el efecto máximo ni la CE50 de las curvas al nitroprusiato 
(3,88x10-10 M versus con endotelio 3,26x10-10 M, P > 0,05), demostrando que el 
nitroprusiato induce relajación independientemente de la presencia de un 
endotelio funcional al actuar directamente sobre el músculo liso vascular 
(Figura 29). 
 
La incubación con sorafenib 10-7, 10-6 o 10-5 M no modificó (P > 0,05) la 












Figura 29. Curvas concentración-respuesta al nitroprusiato (10-11 - 3x10-8 M) en 
segmentos de arteria mesentérica con o sin endotelio previamente contraídos con 



















































Figura 30. A. Curvas concentración-respuesta al nitroprusiato (10-11 - 3x10-8 M) y B. 
área bajo la curva (ABC) de las curvas al nitroprusiato en segmentos de arteria 
mesentérica de ratón en ausencia (Control) y en presencia de sorafenib (10-7 - 10-5 M). 







Tabla 15. Valores de la pD2 (-log CE50) y del efecto máximo (Emax) de las curvas 
concentración-respuesta al nitroprusiato en ausencia (Control) y en presencia de 
sorafenib (10-7 - 10-5 M). 
 
Nitroprusiato n pD2 Emax (%) 
Control  7 9,49 ± 0,06 100 
Sorafenib 10-7 M 8 9,52 ± 0,04 100 
Sorafenib 10-6 M  8 9,65 ± 0,05 100 
Sorafenib 10-5 M  8 9,47 ± 0,05 100 
          n = número de ratones. 
 
 
3. Efecto del sorafenib sobre la producción de anión superóxido en la pared 
vascular. 
Los niveles de O2- se determinaron en cortes transversales de aórtica torácica. 
Experimentos previos han demostrado que el U46619 al activar receptores TP 
induce la producción de O2- en la pared vascular. En secciones de aorta torácica 
el tratamiento con U46619 (10-8 M) incrementó (P < 0,05) la producción de O2- 
(Figura 31). El tratamiento con Tempol (10-3 M) no modificó (P > 0,05) los 
niveles basales de fluorescencia. Sin embargo, el tratamiento con Tempol 
(10-3 M) previno el incremento de la fluorescencia inducido por el U46619 
(Figura 31), indicando que este incremento es debido a un incremento de los 
niveles del O2- inducido por el U46619.  
 
Para determinar si el sorafenib induce la producción de O2- en la pared vascular. 
cortes de aorta torácica se incubaron con sorafenib y se determinó la 
fluorescencia a la DHE. El tratamiento con sorafenib 10-7 M incrementó 
(P < 0,05) un 26,7% los niveles de O2- (Figura 32). La incubación con 








significativamente los niveles de O2- un 32,5% y un 29,4% (Figura 32), 
indicando que el sorafenib induce un incremento moderado de la producción de 
O2- en la pared vascular. El pretratamiento con Tempol (10-3 M) previno el 
incremento en los niveles de O2-inducidos por el sorafenib (Figura 33). 
 
A pesar del moderado incremento de O2- inducido por el sorafenib, este podría 
potenciar la producción de O2- inducido por otras sustancias. Para estudiar esta 
posibilidad, cortes transversales de aorta se incubaron con U46619 y sorafenib. 
La incubación con U46619 (10-8 M) incrementó significativamente los niveles 
de O2- y la incubación conjunta de U46619 y sorafenib 10-7, 10-6 o 10-5 M no 
incrementó (P > 0,05) los niveles de O2- inducidos por el U46619 (Figura 34), 









Figura 31. A. Imágenes representativas y B. Cuantificación de los niveles de O2- 
determinados por la fluorescencia al dihidroetidio (DHE) en secciones transversales de 
aorta en ausencia (Control) y en presencia de U46619 (10-8 M), de Tempol (10-3 M) y de 
U46619 más Tempol. *P < 0,05 comparado con el Control; #P < 0,05 comparado con 










Figura 32. A. Imágenes representativas y B. Cuantificación de los niveles de O2-determinados 
por la fluorescencia al dihidroetidio (DHE) en secciones transversales de aorta en 










Figura 33. A. Imágenes representativas. B. Cuantificación de los niveles de O2- 
determinados por la fluorescencia al dihidroetidio (DHE) en secciones transversales de 
aorta en ausencia (Control) y en presencia de Tempol 10-3 M más sorafenib 10-7, 10-6 ó 











Figura 34. A. Imágenes representativas y B. Cuantificación de los niveles de O2- 
determinados por la fluorescencia al dihidroetidio (DHE) en secciones transversales de 
aorta en ausencia (Control) y en presencia de U46619 (10-8 M) y de U46619 (10-8 M) 


























Los resultados presentados indican que el sorafenib, a concentraciones que 
pueden encontrarse en pacientes con CHC avanzado, afecta a mecanismos de 
contracción y relajación del músculo liso vascular, disminuyendo la contracción 
inducida por la despolarización de la membrana celular y entrada de Ca2+ 
extracelular y la provocada por potentes agentes contráctiles como el U46619, 
un análogo del tromboxano A2, serotonina y noradrenalina. Además, disminuye 
la biodisponibilidad del NO en la relajación dependiente del endotelio inducida 
por la acetilcolina. 
 
El sorafenib es un fármaco aprobado para el tratamiento del CHC avanzado y ha 
representado un importante avance en el tratamiento de estos pacientes. El 
sorafenib inhibe la proliferación celular, la angiogénesis y aumenta la apoptosis 
en determinados tumores (56, 165). Actúa inhibiendo receptores con actividad 
serina-treonina quinasa y receptores con actividad tirosina quinasa tales como 
los receptores VEGFR y el receptor PDGFR (56, 165) Estos factores de 
crecimiento están involucrados en el origen del CHC (166-169) y constituyen, 
por tanto, el fundamento del uso del sorafenib en su tratamiento. 
 
En nuestro estudio hemos comprobado que el sorafenib a tensión basal no induce 
ningún cambio en el tono vascular, pero cuando el vaso está contraído el 
sorafenib produce vasodilatación. En arterias expuestas a una elevada 
concentración extracelular de K+, que induce la despolarización de la membrana 
y la entrada de Ca2+ al interior celular, el sorafenib produce vasorrelajación. 
Además, cuando la contracción fue inducida por la activación de receptores 
específicos acoplados a proteína G, en concreto cuando se utilizó un agonista de 
los receptores TP del tromboxano A2, el sorafenib también indujo relajación. En 








podrían participar sustancias relajantes derivadas del endotelio, concretamente el 
NO y la PGI2. Tanto la inhibición de la NOS como de la COX no modificó la 
relajación al sorafenib descartando la participación de estas sustancias de 
origen endotelial en la relajación al sorafenib. Se ha demostrado que el sorafenib 
induce la muerte de las células tumorales a través de la formación de O2- (63), 
una sustancia que puede reaccionar con otras generadas en la pared vascular y 
alterar la función vascular. La eliminación de O2- con un quelante del mismo, el 
Tempol, no modificó la relajación inducida por el sorafenib. Descartando al O2- 
como un mediador en la respuesta relajante inducida por el sorafenib.  
 
La acción vasodilatadora del sorafenib sobre el músculo liso requiere elevadas 
concentraciones, más altas que las que inhiben efectivamente las principales 
quinasas diana del fármaco, pero que se pueden encontrar en los pacientes 
tratados con sorafenib, más teniendo en cuenta que muchos de ellos pueden tener 
insuficiencia hepática, y por tanto una menor eliminación del fármaco. La 
concentración de sorafenib que induce relajación del músculo liso aórtico es 
similar o menor a la descrita para otros inhibidores de los receptores tirosina 
quinasa que inhiben la contracción muscular (170-173).  
 
Una observación inesperada y potencialmente importante fue que el efecto 
vasodilatador del sorafenib fue más eficaz cuando el estímulo constrictor 
incrementó la sensibilidad al Ca2+ que cuando la contracción fue inducida por 
despolarización de la membrana plasmática y apertura de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje. Aunque no se conocen los mecanismos moleculares por 
los que el sorafenib produce relajación, una posible vía sería a través de la 
inhibición de la actividad de la quinasa y/o la ruta de señalización que regula la 
sensibilidad al Ca2+, como la vía de señalización de la Rho/ROK (174). Estos 







músculo liso vascular a través de la inhibición de quinasas relacionadas con el 
VEGF y sus receptores en las células de músculo liso vascular.  
 
Profundizando en los mecanismos por los que el sorafenib induce relajación del 
músculo liso vascular, se estudió cómo afecta el sorafenib a la contracción 
independiente de la activación de receptor e inducida por altas concentraciones 
extracelulares de K+. El KCl produjo contracción, al producir despolarización de 
la membrana seguida de contracción del músculo liso vascular, constituyendo 
una prueba de la capacidad contráctil. En presencia de nifedipina la respuesta al 
KCl disminuyó, indicando que la contracción es debida, en gran parte, a la 
entrada de Ca2+ extracelular a través de canales de Ca2+ sensibles a las 
dihidropiridinas.  
 
Para investigar el papel de la ROK en la contracción inducida por altas 
concentraciones de KCl en el músculo liso aórtico, se evaluaron los efectos del 
Y-27632, un inhibidor específico de la ROK (175). La inhibición de la ROK 
disminuyó la contracción inducida por el KCl indicando que en la contracción 
inducida por la entrada de Ca2+ por los canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
de tipo-L provoca la activación de la ROK y la sensibilización del músculo liso 
al Ca2+. 
 
El sorafenib disminuyó la contracción al KCl en aorta y arteria mesentérica, esta 
menor respuesta contráctil estaría relacionada con alteraciones en los 
mecanismos de contracción mediados por el Ca2+. Los efectos del sorafenib 
sobre la contracción inducida por la entrada del Ca2+ extracelular se estudió en 
aorta y arteria mesentérica mediante el estudio de la respuesta al CaCl2 en un 
medio sin Ca2+ (con KCl 60 mM). En aorta de ratón el CaCl2 indujo contracción 








debida a la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje tipo L. Por otra parte, la inhibición de la ROK inhibió parcialmente la 
contracción inducida por el CaCl2, sugiriendo que en la contracción mediada por 
la entrada de Ca2+ extracelular se produce la activación de la ROK y los 
mecanismos que inducen la sensibilización del músculo liso al Ca2+. En aorta y 
arteria mesentérica de ratón, la incubación con sorafenib disminuyó 
significativamente la respuesta contráctil al CaCl2, indicando que el sorafenib 
podría inhibir las vías activadas por el Ca2+ extracelular que inducen la 
contracción del músculo liso vascular. 
 
 
Respuesta al tromboxano A2. 
Diversos estudios sugieren que la sensibilización al Ca2+ (contracción de las 
células del músculo liso mediada por la inhibición de la MLCP) desempeña un 
papel esencial en la fase de contracción sostenida inducida por varios agonistas 
contráctiles del músculo liso vascular (176, 177). El TxA2, un metabolito 
inestable del ácido araquidónico, es un potente vasoconstrictor (178-180) que 
está implicado en el control del tono vascular y en la activación y agregación 
plaquetaria (181, 182). El TxA2 fue originalmente descubierto por Samuelsson et 
al. (183), y es un miembro de la familia de los prostanoides, sintetizado a través 
de la acción de las COXs y la TxA2 sintasa (TxS) a partir de la activación de la 
PLA2 (184). Producido predominantemente en plaquetas y también en músculo 
liso, se ha demostrado que el TxA2 está involucrado en un gran número de 
patologías, entre las que se incluyen hipertensión pulmonar (185), 
aterotrombosis (186), lesión por isquemia-reperfusión (187) y vasoespasmo 
coronario (188). Esto subraya la importancia del TxA2 en la modulación del tono 
vascular. Sin embargo, debido a que su vida media es muy corta, 







el TxB2 (183), los estudios hasta ahora se han realizado principalmente con los 
miméticos estables del TxA2 como el U46619 que activan al receptor del TxA2 
(TP). 
 
El receptor TP es un miembro de la familia de receptores de membrana 
acoplados a proteína G (189). Existen diversas proteínas G que se pueden 
acoplar al receptor TP (190-193) de las que las familias G9/11 y G12/13 parecen ser 
las más relevantes para la función del receptor TP (194). La proteína Gq fue la 
primera proteína G trimérica que se describió que se acoplaba al receptor TP 
(195). La activación de las proteínas G de la familia G9, (G9, G11, G15 y G16) 
(191, 193), producen la activación de la PLC-β, dando como resultado el 
acúmulo de IP3 y DAG, que a su vez inducen la liberación de Ca2+ del retículo 
endoplásmico y la activación de la PKC, respectivamente (196, 197). Además de 
la G9, se ha demostrado que el receptor TP es capaz de comunicarse con las 
proteínas G de la familia G12 (G12 y G13) (192), Gi (198) y G5 (199). La 
activación de la familia G12 activa al factor de intercambio de nucleótidos de 
guanina de la proteína G pequeña Rho (RhoGEF, del inglés guanine nucleotide 
exchange factor of the small G protein Rho) que activa la señalización mediada 
por Rho (200). Las proteínas de la familia Rho son reguladoras clave de una 
variedad de efectos asociados con cambios en el citoesqueleto de actina, tales 
como migración celular, adhesión y contracción muscular (201-203). 
 
Los experimentos en aorta de ratón indican que el mimético del TxA2, el 
U46619, induce contracción del músculo liso de manera concentración 
dependiente. El papel que juegan los canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
tipo L en la contracción inducida por el TxA2 es heterogéneo dependiendo del 
lecho vascular y la especie considerada. Se ha demostrado que el bloqueo con 








parcialmente la contracción inducida por la activación del receptor de TP en 
arterias (204, 205) y venas (206) pulmonares, y en la aorta de rata (207), 
mientras que suprime la contracción en las arterias retinianas de resistencia 
(208). En aorta de ratón, la nifedipina no modificó la contracción inducida por el 
U46619, lo que sugiere que la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ 
tipo L no juega un papel importante en la contracción al TxA2. La persistencia de 
contracción en presencia de nifedipina sugiere que otras vías de entrada de Ca2+ 
distintas a los canales dependientes de voltaje tipo L contribuirían a la 
contracción inducida por el U46619. En la aorta de rata y las arterias 
pulmonares, se ha descrito que la entrada de Ca2+ estaría mediada por canales de 
Ca2+ operados por receptor (207, 209).  
 
El fenómeno de sensibilización al Ca2+, en el que algunos agonistas como el 
TxA2 inducen contracción sin cambios en la [Ca2+]c o con ligeros incrementos 
(177), ha sido explicado por diversos mecanismos moleculares en los que 
participa la inhibición de la MLCP (75). El mecanismo de sensibilización al Ca2+  
dependiente de la ROK está mediado por un mayor nivel de fosforilación de 
MLC20 debido a la inhibición de la fosfatasa (MLCP), enzima responsable de la 
desfosforilación de MLC20 y relajación de las células musculares lisas (210). La 
regulación de la actividad de la MLCP es un mecanismo importante del aumento 
de la sensibilidad al Ca2+ del aparato contráctil de la célula muscular lisa (211). 
Además de su función en la sensibilización de las proteínas contráctiles al Ca2+, 
la ROK está involucrada en la activación dependiente de la proteína G de los 
canales catiónicos no selectivos que da como resultado una elevación adicional 
de la [Ca2+]c y una mayor contracción de los vasos (212). 
 
Para investigar la implicación de la ROK en la contracción inducida por el 







específico de la ROK (175). En aorta de ratón la inhibición de la ROK 
disminuyó la contracción al U46619 un 63%, indicando que es una vía de 
señalización importante para la transducción de la señal de los receptores y que 
la contracción al U46619 dependiente de la activación de mecanismos de 
sensibilización al Ca2+.  
 
Se ha demostrado que una de las dianas del sorafenib es la ROK, a través de la 
inhibición de la vía Raf/MEK/ERK (52, 61, 213), que induce la inhibición de la 
ROK, esta inhibición mantiene o incrementa la actividad de la MLCP y por lo 
tanto disminuye el nivel de fosforilación de la MLC20, que induce relajación de 
las células musculares lisas. En aorta y arteria mesentérica de ratón el sorafenib 
produjo inhibición de la contracción al U46619 a concentraciones 1μM, el 
incremento de la concentración produjo una mayor inhibición de la contracción. 
Teniendo en cuenta la importancia de la ROK en la señalización de potentes 
agentes constrictores como el TxA2, se ha considerado a la ROK como un 
objetivo para el desarrollo de nuevos fármacos dirigidos a la corrección de 
espasmos de vasos cerebrales, accidente cerebrovascular, aterosclerosis, 
hipertensión, hipertensión pulmonar, afecciones isquémicas e insuficiencia 
cardíaca (214-216). 
 
Se ha propuesto la utilización del sorafenib para disminuir la elevada resistencia 
intrahepática que puede aparecer durante la cirrosis (217). En ratas con cirrosis 
biliar inducida por ligadura y escisión de los conductos biliares se produce un 
incremento de la resistencia vascular intrahepática que provoca importantes 
alteraciones hemodinámicas, como el incremento de la presión portal (218, 219). 
En este modelo de cirrosis se ha demostrado que el tratamiento con sorafenib e 








intrahepática y reduce la presión portal mediante la inhibición de la ROK (217, 
220). 
La inhibición de la contracción al TxA2 inducida por el sorafenib en aorta de 
ratón podría tratarse de un efecto específico sobre los receptores TP o bien 
podría afectar a mecanismos comunes de la contracción activados por otros 
factores contráctiles. Para clarificar este punto, se estudiaron los efectos del 
sorafenib sobre la contracción inducida por otras sustancias contráctiles, la 
serotonina y la noradrenalina. La serotonina es un potente vasoconstrictor en la 
aorta de ratón (221). Los efectos de la serotonina están mediados por la familia 
de receptores de serotonina. Entre los receptores de la serotonina, el receptor 
5-HT2A es uno de los -más estudiados y su inhibición está generalmente asociada 
con efectos antidepresivos y antipsicóticos (222). Además, el receptor 5-HT2A 
tiene un importante papel en la regulación de la función cardiovascular (223).  
 
En aorta de ratón la serotonina produce una potente contracción y estudios 
previos indican que está mediada por la activación del receptor 5-HT2A (221). La 
activación del receptor 5-HT2A provoca la apertura de los canales de Ca2+ de 
tipo L, la activación de la PLC y la activación de vías de señalización 
dependientes de tirosina quinasas (221). De estos mecanismos el que produce 
una mayor reducción de la contracción a la serotonina es la inhibición de las 
tirosina quinasas (221). Debido a que la contracción inducida por la serotonina 
no es completamente abolida en presencia de ninguno de los inhibidores de las 
diferentes vías de señalización, es probable que la combinación de estas tres vías 
sea la responsable de la contracción a la serotonina en aorta de ratón (221). 
En aorta y arteria mesentérica de ratón el sorafenib inhibió la contracción 
inducida por la serotonina de forma concentración dependiente, indicando que el 
sorafenib es capaz de inhibir los mecanismos de contracción activados por la 







serotonina fueron más marcados que los observados para el U46619, lo que 
sugiere que el sorafenib pueda ejercer su efecto inhibidor por mecanismos 
adicionales a los que inhiben la respuesta contráctil al U46619.  
 
La caracterización del perfil de los receptores de serotonina antagonizados por el 
sorafenib indica que el sorafenib es un ligando promiscuo, uniéndose 
fuertemente a los receptores 5-HT2B y 5-HT2C, y débilmente a otros cinco 
receptores de la serotonina, entre los que se encuentran el 5-HT1A, 5-HT2A, 
5-HT5A, 5-HT6 y 5-HT7 (224). Ensayos funcionales a nivel celular validan al 
sorafenib como un antagonista de los receptores 5-HT2A, inhibiendo un 93% de 
la actividad de los receptores a una concentración de 50μM (224). Aunque en la 
actualidad, se desconoce si el sorafenib se une a otros receptores 
monoaminérgicos acoplados a proteína G, es muy probable que lo haga teniendo 
en cuenta la promiscuidad del sorafenib y la similitud entre los receptores 
monoaminérgicos (224).  
 
Muchos compuestos designados como fármacos específicos para sus dianas 
terapéuticas en realidad no son tan selectivos, y posteriormente se ha descubierto 
que se unen a otras dianas con similares afinidades de unión (225-227). En los 
últimos años, la identificación de estas nuevas dianas de fármacos que se utilizan 
en la práctica clínica es una actividad de gran interés, puesto que ya se conoce la 
distribución del fármaco, su biodisponibilidad y sus mecanismos de eliminación. 
Además se conocen sus efectos secundarios y han pasado todos los controles 
sanitarios (228-231). 
 
Considerando que las concentraciones de sorafenib que inhiben a las tirosina 
quinasas y las que inhiben algunos receptores de serotonina se encuentran en la 








sorafenib sobre el CHC podrían estar mediados por la inhibición de los 
receptores 5-HT. Diversos estudios indican que la serotonina y los receptores 
5-HT pueden están implicados en la supervivencia celular y el crecimiento de las 
células en el CHC (232-234), sugiriendo que la actividad del sorafenib sobre los 




Respuesta a la noradrenalina. 
Un factor importante en la regulación del tono vascular es la actividad de las 
fibras nerviosas simpáticas perivasculares que liberan noradrenalina, causando 
vasoconstricción mediante la activación de receptores α adrenérgicos en las 
células del músculo liso (235, 236). Entre los receptores α adrenérgicos del 
músculo liso vascular se encuentran los receptores α1 y α2.  
 
La activación de los receptores α1-adrenérgicos induce contracción del músculo 
liso por: 1) despolarizar la membrana que provoca la apertura de los canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje tipo L o tipo T e inducir la entrada de Ca2+, 2) 
activar directamente los canales de Ca2+ para inducir la entrada de Ca2+, 3) 
liberar Ca2+ de las reservas intracelulares y 4) activar vías que incrementan la 
sensibilidad al Ca2+ (237). 
Los receptores α1-adrenérgicos se acoplan a una amplia variedad de sistemas de 
segundos mensajeros a través de las proteínas G, predominantemente se asocian 
a las proteínas G de la familia G9/11 y activan la PLC (238, 239). La activación 
de todos los subtipos de receptores α1 a través de la PLC induce la formación de 
IP3 y DAG. El DAG estimula la PKC y el IP3 actúa sobre su receptor en el 
retículo endoplásmico para liberar el Ca2+ almacenado, el resultado neto es un 







provocar la activación de la PLA2 y la liberación de ácido araquidónico (240), 
posiblemente a través de Gi/G0 (241), también provoca la liberación del ácido 
araquidónico por activación de PLD (242) que incrementa los niveles de AMPc 
(240, 243). Además de la señalización a través de las proteínas G 
heterotriméricas, los receptores α1-adrenérgicos pueden mediar respuestas a 
través de otros mecanismos. Concretamente, los receptores α1 adrenérgicos 
pueden inducir la sensibilización al Ca2+ a través de la activación de la vía 
RhoA/ROK (244) que fosforila e inhibe a la MLCP (177). 
 
En la aorta de ratón la noradrenalina no indujo una contracción significativa, se 
observaron grandes diferencias entre las aortas de diferentes animales. Estas 
diferencias pueden ser debidas al tipo de receptor activado por la noradrenalina y 
a diferencias regionales en cuanto a densidad y tipos de receptores adrenérgicos 
(245). En aorta torácica de ratón se ha demostrado que la contracción máxima a 
la noradrenalina es aproximadamente 0,63 mN, esta baja respuesta contráctil a la 
noradrenalina se ha relacionado con una gran densidad de receptores α2A/D que 
median inhibición de la contracción (246).  
 
La noradrenalina en la arteria mesentérica activa principalmente los receptor α1A 
y α1D lo que produce una potente vasoconstricción (247). Con casi el 25% del 
gasto cardíaco dirigido al intestino, la rica inervación simpática de los vasos 
mesentéricos (235, 248, 249) puede producir una potente contracción que le 
permite movilizar la sangre del territorio esplácnico a otras áreas del cuerpo para 
mantener la homeostasis cardiovascular en situaciones fisiológicas como el 
ejercicio físico (250, 251).  
 
En la arteria mesentérica de ratón el sorafenib inhibió la contracción inducida 








importante a la resistencia periférica total (252). Tanto las alteraciones 
estructurales como funcionales de los vasos mesentéricos alteran de forma 
importante la presión arterial (253-255). Por lo tanto, el sorafenib al inhibir la 
contracción adrenérgica en los pequeños vasos mesentéricos podría tener efectos 




Figura 35. Esquema ilustrativo de los efectos del sorafenib sobre algunas vías que 
regulan la contracción de las células de músculo liso vascular. El sorafenib inhibe vías de 
señalización Raf/MEK/ERK y RhoA/ROK que llevan a una mayor actividad de la 
MLCP, una menor fosforilación de la MLC20 y la relajación del músculo liso vascular. 
 
 
Respuesta a la acetilcolina. 
Para determinar si el sorafenib altera la respuesta relajante dependiente del 
endotelio se utilizó la acetilcolina, sustancia que activa los receptores 
muscarínicos localizados en el endotelio produciendo vasodilatación (107). Por 
lo tanto, la destrucción del endotelio comporta la desaparición de esta relajación. 







acetilcolina fue dependiente del endotelio y la eliminación mecánica del mismo 
inhibió por completo la respuesta relajante a la acetilcolina.  
 
La unión de la acetilcolina a los receptores muscarínicos produce relajación 
(107) al activar la NOS e inducir la síntesis de NO (109). En la aorta de ratón la 
inhibición de la NOS suprimió la relajación dependiente del endotelio a la 
acetilcolina, indicando que la relajación está mediada por la activación de la 
NOS y la síntesis de NO. En aorta de ratón, el tratamiento con sorafenib 
disminuyó ligeramente la relajación dependiente de NO inducida por la 
acetilcolina. 
 
Los niveles plasmáticos del VEGF están incrementados en pacientes con CHC 
(256) y estos niveles plasmáticos se han relacionado con la evolución y 
pronóstico de la enfermedad (20). El VEGF puede estimular al VEGFR2 de las 
células endoteliales donde favorece la entrada de Ca2+ dependiente de la PLC-γ y 
la activación de vía PKB/Akt que fosforila el residuo de serina en la posición 
1179 de la eNOS, incrementando la síntesis de NO (33, 34).  
 
Los efectos del sorafenib sobre la síntesis de NO en la aorta de ratón podrían ser 
debidos a que produce la inhibición de vías de señalización del VEGFR2 que 
están relacionadas con la síntesis de NO. Por una parte, el sorafenib inhibiría a la 
PLC-γ que provocaría unos menores niveles de Ca2+ citoplasmático en la célula 
endotelial, una menor formación del complejo Ca2+-CaM y una menor actividad 
de la NOS. Por otra parte, el sorafenib inhibe a la PKB/Akt que disminuiría el 
nivel de fosforilación de la eNOS y reduciría su actividad (Figura 36). 
 
En ratones modificados genéticamente que no expresan la eNOS, la acetilcolina 








NO (257). Diversos estudios han puesto de manifiesto la persistencia de 
relajación a la acetilcolina después de la inhibición de la formación de PGI2 y de 
NO, confirmando la existencia de un tercer factor relajante endotelial (258). Este 
factor produce hiperpolarización de la membrana de las células del músculo liso, 
por lo que se le ha denominado EDHF (259). Se ha descrito que la participación 
del EDHF en la relajación endotelio-dependiente es mayor a medida que 
disminuye el tamaño del vaso (260). 
 
Los resultados en ramas de la arteria mesentérica de ratón han puesto de 
manifiesto que hay una escasa o nula participación de la PGI2 en la respuesta a la 
acetilcolina. La inhibición de la COX enzima clave en la síntesis de PGI2 no 
alteró la respuesta relajante a la acetilcolina. La inhibición de la NOS disminuyó 
ligeramente el efecto máximo a la acetilcolina indicando una pequeña 
participación del NO en dicha respuesta. Por último, se ha demostrado que la 
acetilcolina hiperpolariza las células endoteliales al incrementar la concentración 
extracelular de K+ (138). La relajación se asoció con la hiperpolarización de las 
células de músculo liso vascular a través de la activación de canales de K+ (139, 
261). En ramas de arteria mesentérica, el bloqueo simultáneo de los canales de 
K+ activados por Ca2+ de pequeña, intermedia y gran conductancia inhibió la 
relajación a la acetilcolina. Estudios previos demostraron que el bloqueo de los 
canales de K+ activados por Ca2+ inhibe la hiperpolarización de las células de 
músculo liso y la relajación (139, 262). 
 
En conjunto, los resultados en ramas de arteria mesentérica de ratón muestran 
que la relajación a la acetilcolina está mediada por el NO y en mayor medida por 
el EDHF a través de la activación de los canales de K+ activados por Ca2+ 
poniendo de manifiesto los diferentes mecanismos que regulan la vasorrelajación 







Los resultados indican que el sorafenib inhibe ligeramente la relajación 
dependiente del endotelio mediada por la acetilcolina, aunque no permiten 
indicar qué factor endotelial sería inhibido por el sorafenib. En aorta, el 
sorafenib inhibe la síntesis de NO, mientras que en la arteria mesentérica el 
sorafenib podría inhibir las mismas vías implicadas en la síntesis de NO, sin 
embargo, no se pueden descartar efectos del sorafenib sobre las vías de 
señalización del factor hiperpolarizante. 
 
 
Respuesta al nitroprusiato sódico. 
Con la finalidad de determinar si el sorafenib puede alterar la respuesta 
independiente de la presencia de endotelio, y mediada por el NO se estudió la 
relajación inducida por el nitroprusiato sódico. El nitroprusiato sódico relaja el 
músculo liso al liberar NO en las células musculares y por tanto la integridad del 
endotelio no es un factor determinante en sus efectos vasculares (120, 263).  
 
El NO es una sustancia lipofílica, lo que le permite difundir fácilmente a través 
de la zona abluminal del endotelio hacia el músculo liso vascular e interaccionar 
con el grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble (sGC) para producir su 
activación (116). La activación de la sGC estimula la conversión de guanosín-5-
trifosfato (GTP) a guanosín 3´,5´cíclico monofosfato (GMPc). La acumulación 
de GMPc en la célula conduce a una cascada de acontecimientos cuyo resultado 
final es la disminución de la [Ca2+]c y la relajación del músculo liso vascular 
(264). Estos mecanismos son los que utilizan compuestos cuya eficacia clínica se 










La vía de señalización NO/cGMP tiene importantes efectos sobre el tono 
vascular, la permeabilidad de las células endoteliales, la agregación plaquetaria y 
la expresión génica (265), a través de la activación de la PKG (266), que 
mediante la reducción de la [Ca2+]c y la reducción de la sensibilidad al Ca2+ 
induce la relajación del músculo liso vascular.  
 
La vía NO/cGMP/PKG desencadena una reducción en la [Ca2+]c a través de la 
fosforilación de varias proteínas clave, entre las que se encuentran canales 
iónicos, bombas iónicas, receptores y enzimas implicados en el control de la 
concentración de [Ca2+]c (267). Entre estas proteínas se encuentran los canales 
de K+ activados por Ca2+ que una vez fosforilados y activados provocan la salida 
de K+, la hiperpolarización la membrana celular y la inhibición de la entrada de 
Ca2+ a través de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, induciendo la relajación 
del músculo liso vascular (268-271). Por otra parte, la PKG puede fosforilar 
directamente los canales de Ca2+ dependientes de voltaje reduciendo la 
probabilidad de que el canal permanezca en su estado abierto, disminuyendo la 
[Ca2+]c, lo que conduce a la relajación del músculo liso (272). Otra proteína 
fosforilada por la PKG es la Ca2+/ATPasa de la membrana plasmática, cuya 
actividad es uno de los mecanismos más importantes que provocan la salida del 
Ca2+ citosólico (273, 274), también fosforila al fosfolamban que incrementa la 
actividad de la Ca2+/ATPasa del retículo sarcoplásmico (275), cuya activación es 
responsable del almacenamiento de Ca2+ en el retículo sarcoplásmico, 
disminuyendo la [Ca2+]c y por lo tanto relajando el músculo liso (276). 
 
El segundo mecanismo por el que la vía NO/cGMP/PKG puede producir 
relajación del músculo liso vascular es por inducir la desensibilización al Ca2+, 
aunque el mecanismo no está totalmente establecido y es diferente dependiendo 







produce la desensibilización al Ca2+. Se ha demostrado que la vía 
NO/cGMP/PKG produciría desensiblización al Ca2+ a través de un aumento en la 
actividad de MLCP sin afectar la actividad de MLCK. Este cambio en el 
equilibrio MLCK/MLCP produciría una disminución neta en la fosforilación de 
MLC20 y, por lo tanto, una reducción en la sensibilidad del sistema contráctil al 
Ca2+, que induciría relajación del músculo liso (277, 278). 
 
También se ha demostrado que la vía NO/GMPc/PKG puede producir 
desensensibizacón al Ca2+ a través de la inhibición de la actividad de la PKC. La 
PKC puede fosforilar directa o indirectamente a la caldesmona (279, 280), una 
proteína reguladora que en su estado no fosforilado inhibe la interacción de la 
actina con la miosina. Además, la inhibición de la PKC puede inducir la 
activación de la MLCP (281) y la relajación del músculo liso vascular. 
 
En la aorta y en la arteria mesentérica de ratón el nitroprusiato sódico mediante 
la activación de la vía NO/GMPc/PKG indujo una potente relajación. El 
sorafenib no modificó la respuesta relajante inducida por el nitroprusiato sódico, 
indicando que el sorafenib no tiene efectos significativos sobre la vía 
NO/GMPc/PKG. Puesto que el sorafenib y la vía NO/GMPc/PKG afectan a 
mecanismos contráctiles del músculo liso que disminuyen la sensibilidad al Ca2+ 
mediante la inhibición de diversas proteínas, sus efectos podrían verse reducidos 
o incrementados. Los resultados indican que no hay interacción entre las vías de 










Figura 36. Esquema ilustrativo de los efectos del sorafenib sobre la biodisponibilidad 
del NO en el endotelio vascular. El sorafenib inhibe la actividad quinasa del receptor 
VEGFR2 y Raf-1, inhibiendo por una parte la vía PI3K/Akt/PKB que fosforila la eNOS 
incrementando la síntesis de NO, y por otra la inhibición de la PLC inbibe la formación 
de IP3 y la liberación de Ca2+ que forma el complejo Ca2+-calmodulina que activa la 
eNOS. Finalmente, la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK conduce a la formación de 




Varios fármacos quimioterapéuticos ejercen sus efectos citotóxicos a través de la 
generación de ROS (153). El sorafenib inhibe la vía MEK/ERK, una vía que 
controla la producción de ROS en el CHC, se ha descrito que uno de los 
mecanismos por los que el sorafenib podría ejercer sus efectos citotóxicos es la 
restauración de la susceptibilidad de las células tumorales del CHC a la lisis 








Se ha demostrado que el sorafenib induce la formación de O2- en las células 
tumorales del CHC (63). Es probable que este efecto del sorafenib en células del 
CHC también se produzca en la pared vascular. En la aorta de ratón, la presencia 
de sorafenib incrementó los niveles de O2- de forma dependiente de la 
concentración, un efecto que es revertido por el Tempol, un mimético de la 
superóxido dismutasa que reacciona con el O2- inactivándolo (159). La 
producción de O2- inducido por el sorafenib podría ser otro mecanismo que 
podría contribuir a la disminución de la biodisponibilidad de NO en los anillos 
de aorta de ratón tratados con sorafenib. Se ha demostrado que el O2- reacciona 
con el NO para producir peroxinitrito, provocando vasoconstricción (282, 283). 
La vasoconstricción resultante de la activación de algunos receptores acoplados 
a la proteína G depende parcialmente de la generación de ROS, particularmente 
el O2-, contracción que puede ser atenuada por el Tempol (284-286). La 
contracción inducida por el O2- puede ser el resultado de la activación directa de 
vías de excitación-contracción del músculo liso vascular (287), indirectamente a 
través de la inactivación del NO (286, 288-290) o una combinación de ambas 
acciones (285, 291, 292). 
 
El TxA2, mediante el estímulo del receptor de TP induce la producción de O2- en 
células endoteliales (293) y en anillos aórticos de ratón (294). El sorafenib 
podría favorecer la producción de O2- inducida por otros agentes como el TxA2 
mediante la activación del receptor TP. Los resultados confirman que la 
activación del receptor TP produce un incremento de la producción de O2- y 
muestran que la presencia de sorafenib no altera la producción de O2- inducido 
por el TxA2, sugiriendo que el sorafenib y el TxA2 utilizan las mismas vías que  









Justificación de los lechos vasculares utilizados. 
En el presente trabajo hemos estudiado los efectos del sorafenib en la aorta y la 
arteria mesentérica de ratón. El lecho vascular mesentérico contribuye de forma 
considerable a la resistencia arterial sistémica y el tono de este lecho vascular es 
uno de los factores más importantes que controlan la presión arterial. Es por ello, 
que la utilización de pequeñas ramas de la arteria mesentérica, permite investigar 
los efectos del sorafenib sobre los vasos que contribuyen directamente al control 
de la presión arterial. La aorta se eligió como modelo de vaso grande y de 
conductancia, y comparando las respuestas vasculares frente a vasos de 
resistencia. Se ha demostrado que la reactividad vascular puede ser diferente 
según el lecho vascular y el calibre del vaso considerado. 
 
Los experimentos realizados en aorta se realizaron en paralelo con los 
experimentos en pequeñas arterias mesentéricas, procedentes de los mismos 
animales y permitieron la comparación directa dentro de un mismo animal de los 
efectos del sorafenib sobre los mecanismos de contracción y relajación inducidos 
por diversos agonistas. 
 
Los efectos del sorafenib sobre el tono vascular en la aorta son similares a los 
observados en la arteria mesentérica. El sorafenib inhibe la relajación 
dependiente del endotelio propiciando un incremento del tono vascular que 
conduciría a un incremento del tono vascular. Sin embargo, el sorafenib también 
tiene importantes efectos sobre la contracción vascular, tanto la inducida por los 
mecanismos independientes de la activación de receptor, como la 
despolarización de la membrana celular y la apertura de canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje. Además, también inhibe la contracción del músculo liso 
inducida por potentes agentes vasconstrictores como el U46619, un análogo 







específicas de contracción. También inhibe la contracción inducida por la 
serotonina y la noradrenalina, factores que participan de forma importante en el 




Los resultados presentados demuestran que el sorafenib actúa sobre varias vías 
de señalización tanto en vasos de conductancia como en pequeños vasos 
arteriales. El hecho de que el sorafenib inhiba la contracción mediada por la 
entrada de Ca2+ extracelular y la inducida por la sensibilización al Ca2+, permite 
avanzar que el tratamiento con sorafenib podría producir importantes 
alteraciones hemodinámicas en la circulación sistémica, y resalta la importancia 
de comprender los mecanismos moleculares que subyacen en los efectos del 
sorafenib. Además, el sorafenib puede inhibir la síntesis de NO pero no altera la 
vía NO/GMPc/PKG que induce relajación del músculo liso vascular. La 
disminución de la biodisponibilidad del NO induciría disfunción endotelial que 
podría tener importantes efectos negativos. Otros estudios son necesarios para 
investigar los efectos del sorafenib en preparaciones de vasos humanos aislados 
para determinar directamente si estos hallazgos son traducibles al entorno 
clínico. 
 
Diversos estudios indican que la eficacia del sorafenib depende de la dosis 
administrada (52). La pauta inicial de administración del sorafenib es de dos 
comprimidos (400 mg) cada 12 horas (295). El sorafenib se absorbe rápidamente 
tras la administración oral y sufre circulación enterohepática; su vida media es 
de entre 25 y 48 horas. La metabolización del sorafenib se produce 
principalmente en el hígado a través de la oxidación y la glucuronidación. En 








tener en cuenta que la incidencia de CHC se asocia a cirrosis e insuficiencia 
hepática, que podrían alterar significativamente la eliminación del fármaco, 
alterar las concentraciones plasmáticas y sus efectos en el paciente (296). La 
concentración plasmática de sorafenib en pacientes con CHC avanzado es 
aproximadamente 10-6 M pero en ocasiones pueden producirse picos de hasta 
10-5 M (296). Los efectos del sorafenib obtenidos en el presente estudio se 
encuentran dentro del rango terapéutico del fármaco y podrían inducir una 
disminución de la contracción en algunos vasos acompañada de una menor 
producción de NO, estos efectos vasculares podrían explicar algunos de los 
efectos secundarios observados en el paciente. 
 
Los efectos secundarios que afectan al sistema cardiovascular varían a lo largo 
del tratamiento con sorafenib. Durante las primeras semanas puede observarse 
un aumento de la presión arterial, en general leve y de fácil manejo (67). En un 
10-15% de los casos se ha observado hipertensión. A pesar de que la presencia 
de isquemia cardiaca o infarto en el estudio SHARP fue similar en los pacientes 
que recibían placebo o sorafenib (1 vs. 3%) (50), se recomienda control de 
síntomas sugestivos de cardiopatía isquémica. Los resultados demuestran que el 
sorafenib puede actuar sobre el endotelio y los factores relajantes derivados del 
mismo, induciendo una disminución de la biodisponibilidad del NO que podría 
provocar, al menos en parte, la aparición de estos efectos secundarios sobre los 
vasos. La inhibición de la vía del VEGF conduce a una reducción de la 
biodisponibilidad del NO que causaría una disminución de la permeabilidad 
endotelial y vasoconstricción resultando en un incremento de la resistencia 
sistémica periférica de los vasos sanguíneos, el cual provoca un incremento en la 
presión sanguínea (297). Diferentes estudios indican que la hipertensión es un 
efecto adverso producido por el tratamiento con sorafenib (297, 298), sin 







aparece hipertensión en pacientes tratados con sorafenib es más baja que la de 
pacientes tratados con otros inhibidores tirosina quinasa (297), probablemente 
sea debido a que el sorafenib además de inhibir la síntesis de NO, también inhibe 
la contracción inducida por el estímulo simpático y la de otros potentes factores 
contráctiles. Por el momento se desconoce qué mecanismos tendrían más 
relevancia en el control del tono vascular in vivo y en qué situaciones 
fisiológicas o fisiopatológicas pueden hacer que prevalezcan los efectos que 
disminuyen la biodisponbilidad de NO (contracción) o los que disminuyen la 




Limitaciones del estudio. 
Hay varias limitaciones que deben tenerse en cuenta en la interpretación de los 
resultados de esta tesis. En primer lugar, se han utilizado preparaciones arteriales 
aisladas de ratones; si estos estudios son extrapolables a humanos aún no se ha 
determinado. Por otra parte, la regulación neurohumoral, presente en el 
organismo, está ausente en el vaso aislado, por este motivo, cualquier 
experimento in vitro relacionado con la respuesta vascular debe ser valorado con 
cautela cuando se intenta extrapolar a la situación in vivo. Los mecanismos de 
adaptación que pueden aparecer in vivo sólo pueden vislumbrarse en el vaso 
aislado como manifestaciones circunscritas al órgano efector que es la propia 
pared vascular. Sin embargo, el estudio de la respuesta del órgano efector 
continúa siendo uno de los objetivos primordiales para conocer los mecanismos 
moleculares implicados en las alteraciones vasculares inducidos de forma 
individualizada por agonistas o fármacos como el sorafenib. Precisamente la 
presencia de reflejos y otras adaptaciones cardiovasculares in vivo constituye 








efector de forma experimental más aún cuando se pretende estudiar los efectos 
de fármacos o sustancias que afectan diversos órganos de forma simultánea y 
coordinada. 
 
A la hora de interpretar estos resultados hay que tener en cuenta que los vasos 
utilizados proceden de ratones sanos, donde los niveles de VEGF y la 
señalización del VEGFR2 son poco relevantes en el funcionamiento del vaso. 
Sin embargo, en los vasos afectados por el CHC, los elevados niveles de VEGF 
y activación del VEGFR2 puedan tener efectos importantes sobre la regulación 
del tono vascular alterando tanto la contracción como la biodisponibilidad del 
NO en los mismos.    
 
Los efectos celulares del sorafenib están mediados por la inhibición de distintos 
receptores tirosina quinasa que regulan distintas vías de señalización intracelular. 
Estos efectos podrían involucrar cambios en la expresión génica que requieren 
necesariamente un periodo de tiempo para la síntesis de proteínas y para poner 
de manifiesto la respuesta biológica. Por el contrario, la rapidez con que el 
sorafenib disminuye la contracción del músculo liso, así como la rapidez con que 
produce la relajación vascular, similar a la de otros agentes vasorrelajantes, 
sugiere que en los efectos del sorafenib que se han descrito, no participarían 

























Los resultados presentados permiten concluir que: 
 
1. El sorafenib, a concentraciones similares a las que se pueden encontrar 
en el plasma de pacientes con CHC, inhibe los mecanismos de 
contracción del músculo liso vascular activados por la entrada de Ca2+ 
extracelular. 
2. La sensibilización al Ca2+ del músculo liso inducida por la activación de 
receptores acoplados a proteínas G como el tromboxano A2, serotonina y 
noradrenalina es inhibida por el sorafenib. Los mecanismos contráctiles 
que implican sensibilización al Ca2+ son más sensibles a los efectos del 
sorafenib que aquellos dependientes de la entrada de Ca2+ extracelular. 
3. El sorafenib inhibe la síntesis de NO endotelial disminuyendo la 
capacidad relajante dependiente del endotelio. Debido al importante 
papel que desempeña el NO en la función de la pared vascular, esta 
disfunción endotelial asociada al tratamiento con sorafenib ayudaría a 
interpretar algunos de los efectos secundarios vasculares del fármaco en 
pacientes con CHC avanzado. 
4. Los mecanismos de relajación del músculo liso inducidos por el 
nitroprusiato sódico, un dador de NO que induce relajación del músculo 
liso independientemente de la presencia de endotelio, no son alterados 
por el sorafenib, descartando efectos sobre el mecanismo de relajación 
del músculo liso mediados por la activación de la vía NO/GMPc/PKG. 
5. El sorafenib incrementa los niveles de anión superóxido en la pared 
vascular, sin interferir con la producción de anión superóxido inducida 








6. Los mecanismos contráctiles y relajantes que controlan el tono vascular 
y que son diana del sorafenib, son igualmente afectados en la aorta y en 
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